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Resumo 

 

Lafratta, A.E. Preparo e avaliação dos complexos de derivados de 

tiossemicarbazonas com (67/68Ga)gálio, [99mTc]tecnécio e (111In)índio, como 

potenciais agentes para detecção de tumores [dissertação]. São Paulo: 

Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo; 2016. 

 

 Nas últimas décadas a medicina nuclear tornou-se uma grande aliada no 

auxílio ao diagnóstico de doenças e também para o tratamento do câncer. 

Parte deste sucesso está relacionada à constante pesquisa e desenvolvimento 

de novos radiofármacos.  

 Uma classe de molécula que vem se mostrando promissora para o 

tratamento de tumores, tanto na sua forma orgânica quanto na forma de 

complexos organo-metálicos, é a tiossemicarbazona e seus derivados, os quais 

também podem formar complexos com radioisótopos metálicos dando origem a 

radiofármacos para diagnóstico e terapia. 

 Neste trabalho foram preparados complexos com o ligante benzil-5-

hidroxi-3-metil-5-fenil-4,5-diidro-1H-pirazol-1-carboditionato (H2bdtc) com os 

radioisótopos [99mTc]tecnécio, (67/68Ga)gálio e (111In)índio, e foram avaliados a 

pureza radioquímica, Log P e a estabilidade na presença de L-cisteína,           

L-histidina, soro albumina humana (SAH) e plasma de sangue humano; 

também foram avaliadas a taxa de captação dos radiofármacos in vitro em 

células de melanoma murino B16F10 e TM1M, além da avaliação da captação 

ex vivo e in vivo utilizando camundongos C57B/6 inoculados com as duas 



 
 

linhagens tumorais.  Com o [99mT]tecnécio foram obtidos dois complexos 

diferentes, dependendo da concentração do PBS na solução, sendo que em 

um deles foi possível confirmar sua estrutura como [[99mTc]O(bdtc)(Hbdtc)] a 

partir do complexo de rênio [ReO(bdtc)(Hbdtc)], o outro complexo de 

[99mTc]tecnécio, bem como de (67/68Ga)gálio e (111In)índio não tiveram a 

estrutura caracterizada. A eficiência de marcação dos complexos foi superior a 

90 %, com Log P maior que 1 para os complexos [[99mTc]O(bdtc)(Hbdtc)], 

[[99mTc]-bdtc] e [67/68Ga-bdtc] e 0,9 para [111In-bdtc]. Todos os complexos se 

mostraram com boa estabilidade na presença de L-cisteína e L-histidina, 

principalmente na primeira hora de incubação, mas não o foram na presença 

de SAH e plasma. A captação in vitro dos complexos em células B16F10 e 

TM1M variou entre 0,6 % e 1,8 %, e nos estudos de biodistribuição ex vivo foi 

obesrvada intensa e persistente captação hepática e no baço, superando 90 %, 

e captação no tumor variando de 0,2 % a 3 %, enquanto que nas imagens in 

vivo não foi possível observar de forma uma adequada captação nos tumores a 

ponto de permitir o uso como agente de diagnóstico. 

 Os resultados permitem concluir que os complexos de derivados 

tiossemicarbazonas podem formar complexos com diferentes metais, mas 

novos derivados devem ser preparados para tentar melhorar o desempenho 

nos sistemas biológicos.  

 Os experimentos com animais foram aprovados pela Comissão de Ética 

em Pesquisa da Faculdade de Medicina – USP, processo 372/12. 

 
Descritores: Tiossemicarbazonas; Complexos metálicos; Quelantes; Detecção 
de tumores; Melanoma; Radioisótopos em medicina; Tecnécio; Rênio; Gálio; 
Índio; Radiofarmácia; Medicina nuclear. 
 



 
 

Abstract 

 

Lafratta, A.E. Preparation and evaluation of the thiosemicarbazone derivative 

complexes (67/68Ga)gallium, [99mTc]technetium and (111In)Indium as potential 

agents for tumor detection [dissertation]. São Paulo: Faculdade de Medicina, 

Universidade de São Paulo; 2016. 

 

 In recent decades, nuclear medicine has been used as diagnostic agent 

for disease and for the treatment of cancer. Part of this success is related to the 

constant research and development of new radiopharmaceuticals. 

 Thiosemicarbazone and their derivatives have proven to be promising 

agent for the treatment of tumors, both in its organic form or as organo-metallic 

complexes.  Also, they can to form complexes with metal radioisotopes giving 

radiopharmaceuticals for diagnosis and therapy. 

 In this work we prepared complex of benzyl-5-hydroxy-3-methyl-5-

phenyl-4,5-dihydro-1H-pyrazol-1-carboditionato (H2bdtc) with radioisotopes 

[99mTc]technetium (67/68Ga)gallium and (111In)indium and the radiochemical 

purity, Log P and stability in the presence of L-cysteine, L-histidine, human 

serum albumin (HSA) and human blood plasma were assessed; also were 

assessed the in vitro uptake rate of radiopharmaceuticals in murine melanoma 

cells B16F10 and TM1M, besides the evaluation of ex vivo uptake and in vivo 

using C57Bl/6 mice inoculated with both tumor lines. 

 With [99mT] technetium two different complexes were obtained, 

depending on the concentration of the PBS in the solution, and one of them was 



 
 

had its structure to confirm as [[99mTc]O(bdtc)(Hbdtc)] from the standard 

rhenium complex [ReO(bdtc)(Hbdtc)], the other [99mTc] echnetium complex as 

well as (67/68Ga)gallium and (111In)indium not have characterized the structure. 

The labeling efficiency of compleos was higher than 90%, with log P higher than 

1 for the complexes [[99mTc]O(bdtc)(Hbdtc)], [[99mTc]-bdtc] and [(67/68Ga)-bdtc] 

and 0.9 to [111In-bdtc]. All the complexes showed good stability in the presence 

of L-cysteine and L-histidine, especially in the first hour of incubation, but not in 

the presence of HSA and plasma. The uptake in vitro complexes in B16F10 and 

TM1M cells varied between 0.6% and 1.8%, and in ex vivo biodistribution 

studies was obesrvada intense and persistent liver uptake and spleen, 

exceeding 90%, and tumor uptake in changing from 0.2% to 3%, while in vivo 

imaging was not possible to observe a properly uptake in tumors, not allowing 

to use these molecules as a diagnostic agent. 

 The results indicate that the thiosemicarbazone derivative complex can 

give complexes with different metals, but new derivatives should be prepared to 

try to improve performance in biological systems. 

 The animal experimentation was approved by Comissão de Ética em 

Pesquisa da Faculdade de Medicina – USP, proccess 372/12. 

 

 

 

 

 

Descriptors: Thiosemicarbazones; Metal complex; Chelate; Tumor detection; 
Melanoma; Radioisotopes in medicine, Technetium; Rhenium; Gallium; Indium; 
Radiopharmacy; Nuclear medicine. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Complexos organometálicos em medicina 

 

A química dos complexos organometálicos, ao menos na idade 

moderna, começou a ser desvendada em 1760 quando um farmacêutico do 

exército francês, preparou um liquido vermelho fulmegante e inflamável, 

proveniente da mistura As2O3 e CH3CO2K, dando origem aos compostos 

[(AsMe2)2O)] e outros derivados. Diversos outros compostos foram preparados 

nas décadas seguintes, mas foi em meados dos anos de 1950 que a química 

dos complexos organometálicos aplicados à medicina toma corpo e, desde 

então, esse campo de estudo é responsável por desvendear mecanismos 

biológicos mediados por metais ou desenvolvimento de medicamentos 

baseados em complexos organometálicos1 

No desenvolvimento de medicamentos é importante destacar a 

preparação e o uso da cisplatina [cis(diaminodicloro)platina(II)], desenvolvida 

nos anos de 1960, a qual apresentou grande eficácia no tratamento de tumores 

de ovário e testículo. Todavia, sua ampla utilização foi prejudicada pelos efeitos 

colaterais intensos, como o alto poder de toxicidade renal e neurológica, e por 

surgimento de um processo de resistência das células tumorais àquele 

composto2. 

Desde então, a pesquisa sobre complexos organometálicos vêm se 

desenvolvendo a passos largos, tanto na incorporação de novas moléculas 

orgânicas, também chamadas de ligantes, quanto na diversificação dos metais 
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utilizados na formação dos complexos, buscando aumentar o efeito terapêutico 

dos produtos, principalmente no tratamento do câncer3. 

Duas classes de compostos que vem sendo bastante investigada são as 

tiossemicarbazona e ditiossemicarbazonas, às quais têm sido utilizados, na 

forma de moléculas orgânicas ou derivados organometálicos no tratamento de 

diversas doenças, devido ao seu potencial de ação como: antimalária4 

antiviral5, fungicida6 e antichagásico7. 

 

 

1.2 Tiossemicarbazonas e tiossemicarbazatos: Estrutura molecular e síntese. 

 

Tiossemicarbazona é uma classe interessante de moléculas, 

multifuncional, com diferentes aplicações como medicamentos, tanto na sua 

forma orgânica quanto na forma de complexos organometálicos8,9. 

As tiossemicarbazonas possuem uma estrutura básica, C=N-NHCS-

NH2, quando não substituídas na posição N-4. (Figura 1), enquanto os 

tiossemicarbazato possuem a estrutura C=N-NHCSS-R. O átomo de enxofre 

em posição anti, caracteriza a importância de ligação de hidrogênio 

intramolecular entre o nitrogênio da imina e os hidrogênios da tioamida. Por 

outro lado, este arranjo estrutural muda significativamente se for adicionados 

grupos substituintes na posição N-4, favorecendo a conformação sin entre o 

átomo de nitrogênio da imina e o átomo de enxofre10 (figura 1). 
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Figura 1. Estrutura da tiossemicarbazona (1,2) e tiossemicabazato (a,b). 

 

As tiossemicarbazonas são obtidas de forma direta através do processo 

reativo de condensação quimiosseletiva com aldeídos e cetonas. Na forma 

indireta, com a utilização de hidrato de hidralazina. Possui baixo custo de 

síntese e economia de átomos10, uma vez que durante as sínteses, todos os 

átomos são incorporados às novas moléculas. Na figura 2 é apresentado o 

estudo retrossintético para demonstrar as possíveis formas de obtenção das 

tiossemicarbazonas que também podem ser aplicadas ao tiossemicarbazatos. 
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Figura 2. Análise retrossintética de tiossemicarbazonas. 

 

1.2.1 Tiossemicarbazonas em oncologia 

 

 A partir dos anos de 1990, as tiossemicarbazonas passaram a ser 

investigadas com maior profundidade, como agentes para tratamento do 

câncer11.  

 Um dos mecanimos de ação para essa classe de compostos é sua 

atuação como inibidores da enzima ribonucleotídeo redutase, que catalisam a 

conversão de nucleosídeos em desoxinucleotídeos, impedindo assim, a 

formação da molécula de DNA10,12. Quando associado com metais, como cobre 

e ferro, atua como inibidores de topoisomerase IIα, enzima responsável pela 

regulação da topologia do DNA no processo de replicação, transcrição, 

recombinação e remodelagem da cromatina13.  

 Estudos têm demonstrado que complexos metálicos de 

tiossemicarbazonas são potencialmente mais ativos contra células tumorais, 
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que as próprias moléculas orgânicas. Como exemplos, complexos de platina(II) 

e paládio(II)14,15, mostraram-se eficazes no tratamento de neoplasias 

resistentes a cisplatina16, o mesmo ocorrendo para complexos contendo cobre 

e ferro17.  

Complexos de cobre(II) possuem aspectos importantes para estudos 

antineoplásicos18,19,20,21. Novos métodos ainda estão sendo revisados, mas um 

estudo utilizando complexo de cobre demonstrou promover, in vitro, a morte de 

células de leucemia humana, por apoptose18. 

Compostos de zinco(II) demonstraram excelente atividade 

antiproliferativa in vitro contra as células de quatro linhagens de células 

humanas de câncer: HeLa (adenocarcinoma de colo), K562 mielóide (leucemia 

crônica), MDA-MB-361 e MDA-MB-453 (câncer de mama). O estudo mostrou 

que a tiossemicarbazona e os complexos de zinco foram 10 mil vezes mais 

potente que a cisplatina, mas os diferentes tipos de célula apresentaram 

diferentes suscetibilidades22.  

 Em outro estudo, desta vez utilizando estanho(IV) como metal, 

complexos de tiossemicarbazona tiveram o poder antiproliferativo alterado em 

várias linhagens tumorais, quando a estrutura foi modificada de um complexo 

diclorobistiossemicarbazona para a estrutura clorodibenzilsemicarbazona23. 

 Complexo de tiossemicarbazona com rutênio também possui atividade 

antitumoral contra algumas linhagens tumorais24,25,26. Quando comparado à 

cisplatina, em um estudo utilizando linhagens de células humanas de tumor: 

MCF-7 e MDA-MB-231 (adenocarcinoma de mama), HCT 116 e HT-29 (ambas 

carcinoma colorretal), o complexo de rutênio foi mais ativo em todas as 

linhagens celulares25.  



37 
 

 Ferro (Fe3+) é essencial para a progressão do ciclo celular e a síntese de 

DNA e, potencialmente, representa um novo alvo molecular para o 

desenvolvimento de novos agentes antitumorais. O aumento da captação e 

utilização desse metal ocorre em virtude dessas células possuírem níveis 

significamente mais elevados de receptores de transferrina do que células 

saudáveis27. O ligante Dp44mT complexado ao ferro é tão eficaz quanto a 

Triapina 3-AP (Figura 3) na inibição do crescimento de carcinoma do pulmão 

DMS-53, neuroepitelioma SK-N-MC e melanoma SK-Mel-2828. Triapina 3-AP é 

um derivado de tiossemicarbazona, potente inibidor da enzima ribonucleotídeo 

redutase, que se encontra em estudo clínico de fase II, para tratamento de 

câncer mestastático ou recorrente de cabeça e pescoço29. 

 

 

Figura 3. Estrutura da Triapina 3-AP (A) e do Dp44mT (B). 

 

Complexos de gálio também exercem efeitos antiproliferativos inibindo o 

ferro(III)-dependente da enzima ribonucleotídeo redutase. Como descrito 

anteriormente, esta enzima catalisa a reação limitante na síntese de DNA. 

Além disso, é altamente ativada na proliferação das células tumorais e, 



38 
 

portanto, é considerado um excelente alvo para a quimioterapia de tumores 

72,75.  

 

1.3 Radiofármacos 

 

Radiofármacos são preparações farmacêuticas que contêm um ou mais 

radioisótopos; por possuírem núcleos instáveis, sofrem decaimento radioativo 

emitindo radiação corpuscular (partícula) ou eletromagnética e são utilizados 

em medicina como agentes para tratamento do câncer30 e diagnóstico de 

outras doenças como: doença arterial coronariana31,32, demência, epilepsia, 

acidente vascular cerebral33, além de exames de cintilografia renal para 

diagnóstico de nefrite34. 

O decaimento dos radioisótopos pode ocorrer por 6 formas diferentes, 

conforme apresentados na tabela 1. Os decaimentos alfa e beta dão origem às 

partículas alfa (He2+) e beta (e-), as quais são utilizadas em processos 

terapêuticos; a emissão de pósitron embora emita uma partícula [o pósitron ou 

elétron positivo (e+)], este é rapidamente aniquilado dando origem à radiação 

gama, que juntamente com o decaimento por captura eletrônica e a emissão 

gama propriamente dita, fornecem radiação eletromagnética, a qual é utilizada 

em processo diagnóstico; a fissão espontânea dá origem a dois novos núcleos 

e nêutrons, os quais podem ser utilizados para produzir outros radioisótopos35. 
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Tabela 1. Exemplos de formas de decaimento de radioisótopos. 

 

    FONTE: Adaptado de "Nuclear Decay Reactions" - http://chemwiki.ucdavis.edu/ 

 

Dentre os radioisótopos utilizados rotineiramente para terapia podemos 

citar os emissores beta 90Y, 153Sm 177Lu e 188Re, enquanto para diagnóstico 

podemos citar os emissores de pósitron 11C, 18F, 64Cu e 68Ga, e os emissores 

de radiação gama (emissão gama ou captura eletrônica) 67Ga, 111In e o 99mTc, 

sendo este último, utilizado na maioria dos procedimentos diagnóstico em 

medicina nuclear35. 

Dentre os metais, 67Ga, 68Ga, 90Y e 111In tem uma química de 

coordenação muito parecida, assim radiofármacos preparados para diagnóstico 
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com 67Ga, 68Ga e 111In poderiam ter o metal substituído por 90Y e passar a ser 

utilizado para terapia; o mesmo acontece para  99mTc e 188Re. Além disso, a 

utilização de radioisótpos em substituição aos metáis não radioativos de 

medicamentos pode ajudar a desenvolver estudos farmacocinéticos para esses 

fármacos ou potencializar efeitos terapêuticos associando a entrega de 

radiação beta ao tumor36.  

 

1.3.1 Gálio em medicina nuclear 

 

Já foram identificados 30 isótopos de Ga, com massa atômica variando 

de 56 a 86. Todavia, somente aqueles compreendidos entre massa de 66 a 74 

(tabela 2) possuem tempo de meia-vida física com potencial de aplicação na 

área médica ou biológica37. Na prática são utilizados os radionuclídeos 67Ga, 

um emissor gama e t1/2 = 78 h, permitindo obtenção de imagens SPECT, e o 

68Ga, um emissor de pósitron e t1/2 = 68 min, permitindo obtenção de imagens 

por PET38. 
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Tabela 2. Alguns nuclídeos de gálio e características físicas. 

Símbolo 

do 

nuclídeo 

Z(p) N(n) Massa 

isotópica (u) 

Meia-vida Modo de 

decaimento 

Nuclídeo 

filho 

Energia de excitação 

66Ga 31 35 65,931589 9,49 h β+ 66Zn 

67Ga 31 36 66,9282017 3,26 d EC 

67Zn 

68Ga 31 37 67,9279801 67,71min β+ 
68Zn 

69Ga 31 38 68,9255736 Estável (60,11 %) 

70Ga 31 39 69,9260220 21,14(3) min 
β− (99,59) 70Ge 

EC (0,41%) 70Zn 

71Ga 31 40 70,9247013 Estável (39,89 %) 

72Ga 31 41 71,9263663 14,095 h β− 72Ge 

72mGa 119.66 keV 39,68 ms IT 

72Ga 

73Ga 31 42 72,9251747 4,86 h β− 73Ge 

74Ga 31 43 73,926946 8,12 min β− 74Ge 

74mGa 59.571 keV 9,5 s 
  

FONTE: Adaptado de “isotopes of gallium”, http://en.wikipedia.org/wiki/Isotopes_of_gallium. 

 

O 67Ga, produzido em cíclotron através da reação (68enrqZn(p,2n)67Ga), 

tem sido rotineiramente utilizado em medicina nuclear e devido à sua meia-vida 

física de 3,26 dias, o que permite que seja distribuido para usuários distantes 

do centro de produção. As energias de emissão gama 93 keV (38%), 185 keV 

(24%) e 300 keV (16%), não são as ideais para as gamas câmaras disponíveis 

atualmente, mas permitem obter imagens satisfatórias37. 

O principal radiofármaco de gálio, o [67Ga(cit)2]
3-, foi inicialmente 

desenvolvido para imagens de distúrbios ósseos, mas foi considerado pouco 

http://en.wikipedia.org/wiki/Proton
http://en.wikipedia.org/wiki/Neutron
http://en.wikipedia.org/wiki/Electron_capture
http://en.wikipedia.org/wiki/Electron_capture
http://en.wikipedia.org/wiki/Isomeric_transition
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eficiente, exceto em casos de osteomielite39.  O composto também tem sido 

utilizado  para diagnóstico de  linfomas, mesmo com imagens de baixa 

qualidade40,41. O radiofármaco [67Ga(cit)2]
3- também tem sido utilizado na 

diferenciação de miocardite aguda em casos de infarto agudo do miocárdio42 e  

na diferenciação de nefrite intersticial aguda (NIA) e necrose tubular aguda 

(NTA)43, O uso do [67Ga(cit)2]
3- deverá se manter por algum tempo, 

principalmente devido a falta de acesso ao 18FDG ou a tecnologia PET/CT40. 

Outro radionuclídeo, o 68Ga, apresenta algumas características 

vantajosas, como a emissão de pósitron (Emax=1,899 keV) e possibilidade de 

ser obtido a partir de sistema gerador 68Ge/68Ga, o qual, apesar de conhecido 

desde os anos de 1960, ganhou versões comerciais para uso em clínicas de 

medicina nuclear, por volta dos anos de 200044.   

Essa disponibilidade permitiu aumentar o número de pesquisas para 

utilização do 68Ga na produção de radiofármacos, inclusive próprio  [68Ga(cit)2]
3- 

em substituição a molécula marcada com o 67Ga45, mas prinpalmente 

baseados em peptídeos, dos quais alguns, como o PSMA46 e RGD47 já são 

utilizados no diagnóstico em pacientes. Para a marcação de peptídeos é 

necessário acoplar a eles um quelante, assim, foram desenvolvidos diversas 

moléculas com propriedade de complexar o Ga (figura 4)48.  
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Figura 4. Quelantes utilizados para complexar gálio48. 

 

1.3.2 Índio em medicina nuclear 

 

Já foram identificados 39 isótopos de In, com massa atômica variando 

de 56 a 86, todavia, somente aqueles compreendidos entre as massas 108 a 

117 (tabela 3) possuem tempo de meia-vida física com potencial de aplicação 

na área médica ou biológica. Na prática é utilizado o radionuclídeo 111In, um 

emissor gama [171 keV (90% abundance) e 245 keV (94% abundance)], t1/2 =  

2,8 dias e produção em cíclotron [111Cd(p, n)111In]49.  
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Tabela 3. Alguns nuclideos de índio e características físicas. 

Símbolo 

do 

nuclídeo 

Z(p) N(n) Massa 

isotópica (u) 

Meia-vida Modo de 

decaimento 

Nuclídeo 

filho 

Energia de excitação 

107In 49 58 106.910295 32.4 min β+ 107Cd 

107mIn  678.5 keV 50.4 s IT 107In 

108In 49 59 107.909698 58.0 min β+ 108Cd 

108mIn 29.75 keV 39.6 min β+ 
108Cd 

109In 49 60 108.907151 4.2 h β+ 109Cd 

     109m1In 650.1 keV 1.34 min IT 109In 

     109m2In 2101.8 keV 209 ms 
  

110In 49 61 109.907165 4.9 h β+ 110Cd 

110mIn 62.1 keV 69.1 min β+ 110Cd 

111In 49 62 110.905103 2.8047 d EC 

111Cd 

111mIn 536.95 keV 7.7 min IT 

111In 

112In 49 63 111.905532 14.97 min 
β+ (56%) 112Cd 

β− (44%) 112Sn 

112m1In 156.59 keV 20.56 min β+ 112Cd 

112m2In 350.76 keV 690 ns 
  

     112m3In 613.69 keV 2.81 µs 
  

113In 49 64 112.904058 Estável (4,29 %) 

113mIn 391.699 keV 1.6579 h IT 113In 

          114In 49 65 113.904914 71.9 s 
β+ (99.5%) 114Cd 

β− (0.5%) 114Sn 

     114m1In 190.29 keV 49.51 d 
IT (96.75%) 114In 

β+ (3.25%) 114Cd 

    114m2In 501.94 keV 43.1 ms 
IT (96.75%) 114In 

β+ (3.25%) 114Cd 

    114m3In 641.72 keV 4.3 µs 
  

         115In 49 66 114.903878 
4.41×1014 a 

(75,71 %) 
β− 115Sn 

     115mIn 336.244 keV 4.486 h 
IT (95%) 115In 

β− (5%) 115Sn 

 

 

http://en.wikipedia.org/wiki/Proton
http://en.wikipedia.org/wiki/Neutron
http://en.wikipedia.org/wiki/Electron_capture
http://en.wikipedia.org/wiki/Isomeric_transition
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Tabela 3. Alguns nuclideos de índio e características físicas (continuação) 

        116In 49 67 115.905260 14.10 s 
β− 116Sn 

EC 116Cd 

   116m1In 127.267 keV 54.29 min 
  

   116m2In 289.660 keV 2.18 s 
  

        117In 49 68 116.904514 43.2 min β− 117Sn 

     117mIn 315.302 keV 116.2 min 
β− (52.91%) 117Sn 

IT (47.09%) 117In 

FONTE: Adaptado de “isotopes of indium”, http://en.wikipedia.org/wiki/Isotopes_of_indium. 

 

Uma das principais aplicações do 111In na medicina nuclear é na forma 

do radiofármaco [111In(dota-octreotide)], um peptídeo análogo da 

somatostatina, que se liga a receptores de somatostatina, comumente 

encontrado em vários tipos de tumores50. Também é bastante utilizado na 

forma do complexo [111In(oxina)3], na marcação de elementos sanguíneos51, 

como leucócitos ou células tronco52.  

 Recentemente, trabalhos vêm sendo desenvolvidos utilizando 111In na 

marcação de anticorpos conjugados a ligantes DOTA ou DTPA (figura 5). A 

escolha deste radioisótopo se dá por sua disponibilidade e meia-vida física 

longa o suficiente para permitir acompanhar a cinética de acúmulo de            

anticorpos aos antígenos presentes nas células tumorais. 
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Figura 5. Alguns sistemas quelantes para índio. 

 

1.3.3  Tecnécio em medicina nuclear 

 

Já foram identificados 20 isótopos de Tc, com massa atômica variando 

de 85 a 104, todavia, somente aqueles compreendidos entre as massas 93 a 

99 (tabela 4) possuem tempo de meia-vida física com potencial de aplicação na 

área médica ou biológica. Na prática é utilizado o radionuclídeo 99mTc, um 

emissor gama (142 keV (100% abundance), t1/2 = 6 h e obtenção através do 

sistema gerador 99Mo/99mTc (Figura 6)53. 

 

Figura 6. Esquema de decaimento68 do 99Mo ao 99mTc. 
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Tabela 4. Alguns radionuclídeos de tecnécio e características físicas 

Símbolo 

do 

nuclídeo 

Z(p) N(n) Massa 

isotópica (u) 

Meia-vida Modo de 

decaimento 

Nuclídeo 

filho 

Energia de excitação 

93Tc 43 50 92.910249 2.75 h β+ 93Mo 

      93m1Tc 391.84 keV 43.5 min 
IT (76.6%) 93Tc 

β+ (23.4%) 93Mo 

     93m2Tc 2185.16 keV 10.2 µs 
  

          94Tc 43 51 93.909657 293 min β+ 94Mo 

       94mTc 75.5 keV 52.0 min 
β+ (99.9%) 94Mo 

IT (.1%) 94Tc 

          95Tc 43 52 94.907657 20.0 h β+ 95Mo 

 95mTc 38.89 keV 61 d 
β+ (96.12%) 95Mo 

IT (3.88%) 95Tc 

96Tc 43 53 95.907871 4.28 d β+ 96Mo 

 96mTc 34.28 keV 51.5 min 
IT (98%) 96Tc 

β+ (2%) 96Mo 

97Tc 43 54 96.906365 2.6×106 a EC 

97Mo 

  97mTc 96.56 keV 91.4 d 
IT (99.66%) 97Tc 

EC (.34%) 97Mo 

98Tc 43 55 97.907216 4.2×106 a β− 98Ru 

 98mTc 90.76 keV 14.7 µs 
  

   99Tc 43 56 98.9062547 2.111×105 a β− 99Ru 

99mTc  142.6832 keV 6.0058 h 
IT (99.99%) 99Tc 

β− (.0037%) 99Ru 

FONTE: Adaptado de “isotopes of technetium”, 

http://en.wikipedia.org/wiki/Isotopes_of_technetium. 

 

Enquanto gálio e indio são encontrados na natureza com estado de 

oxidação 3+, o tecnécio apresenta características químicas mais complexas, 

pois pode apresentar estados de oxidação 3-, 1-, e de 1+ a 7+, e números de 

coordenação variando de 4 a 1054.  

http://en.wikipedia.org/wiki/Proton
http://en.wikipedia.org/wiki/Neutron
http://en.wikipedia.org/wiki/Electron_capture
http://en.wikipedia.org/wiki/Technetium-99
http://en.wikipedia.org/wiki/Technetium-99m
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Para preparação dos complexos de Tc é necessário reduzi-lo, do seu 

estado de oxidação 7+ a valores menores, o que, na presença de quelantes e 

pH apropriado vai permitir a formação de diferentes complexos54,55. 

 

 

[99mTc]O4
- + Sn2+  +  quelante

[99mTc]O4
-     e-ox= +7          (impureza)

[99mTc]O2     e-ox= +4          (impureza)

[99mTc](quelante)  e-ox = -1 a +6  (radiofármacos)

Reação de oxi-redução e de complexação

Reação de transquelação

 [99mTc]O4
- + Sn2+  +  quelante 1 + quelante 2 [99mTc](quelante 1) 

[99mTc](quelante 2) 

Aquecimento
        ou
   Tempo

 

 

Figura 7. Esquema de obtenção dos radiofármacos de [99mTc]tecnécio por 

processo de marcação direta ou por transquelação (e-ox = estado de 

oxidação). 

 

Com essa versatilidade, a preparação dos radiofármacos de 

[99mTc]tecnécio pode dar origem a diferentes tipos de complexos, com 

diferentes ligantes. Inicialmente foi utilizado na forma de complexos com 

agentes detoxificantes como o DMSA e o DTPA (um derivado de EDTA), 
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permitiram avaliar a estrutura e morfologia renal, e a filtração glomerular, 

respectivamente. Depois, a partir da década de 1980, novos quelantes foram 

sintetizados e novos radiofármacos passaram a ser produzidos (Figura 8) para 

a avaliação da função de diferentes órgãos, como o [[99mTc]O(HMPAO)] e o 

[[99mTc]O(ECD)], para estudos de perfusão cerebral,  o [[99mTc]O(MAG3)]
-, para 

substituir o [[99mTc]DTPA]- na avaliação da função renal,  e o 

[[99mTc](O)2(tetrofosmin)2]
+ e [[99mTc](MIBI)6]

+, para avaliação da perfusão do 

miocárdio, mas que também se mostraram úteis para localização de alguns 

tipos de tumores56.  

 

 

Figura 8. Estrutura de complexos de [99mTc]tecnécio utilizados em medicina 
nuclear56. 

 

 

1.3.4 Complexos metálicos radioativos das tiossemicarbazonas 

 

Como visto anteriormente, as tiossemicarbazonas são ligantes muito 

versáteis, podendo ser neutros ou aniônicos. Uma das primeiras publicações 
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sobre complexos radioativos de tiossemicarbazonas foi publicado por 

Yokoyama e colaboradores57, onde o [99mTc]tecnécio foi utilizado para 

complexar cetoxal-bis(tiossemicarbazona), em redimento superior a 95 % e 

carga neutra, com o sistema renal como principal via de excreção. Outros 

complexos de [99mTc]tecnécio foram preparados em  anos mais recentementes, 

como um derivado nitrofuril tiossemicarbazona com o núcleo                          

fac-[99mTc](H2O)3(CO)3 e avaliado para deteção de focos infecciosos, 

apresentando resultados semelhantes àqueles observados com ciprofluxacina 

também marcada com [99mTc]58, outros derivados também foram preparados, 

juntamente com seus homólogos de rênio, tendo sido possível diferenciar 

processos infecciosos e inflamatórios59.   A preparação de complexos de 

tiossemicarbazonas com rênio  tem sido realizado para poder caracterizar a 

estrutura dos complexos e ajudar a compreeder os mecanismos  biológicos 

observados com os compostos marcados com o [99mTc]tecnécio38. 

 Também têm sido reportado a utilização de (67Ga)gálio e (68Ga)gálio na 

preparação de complexos. Um desses complexos é baseado em 

acetilacetonato bis-tiossemicarbazona com 67Ga, preparado com pureza 

radioquímica de 97 % e captação de aproximadamente 6 % do composto em 

tumor de fibrossarcoma60; outros compostos derivados de acenaftenequinona 

complexados com natGa, para caracterização química, e 68Ga, para estudos de 

captação em células de carcinoma mamário murino EMT6, entre outras, 

apresentaram captação 50 % maior em condições de hipóxia quando 

comparada a normóxia. Complexo de 2-acetilpiridine semicarbazona com 68Ga 

apresentou captação em tumor de mama MDA-MB-231, xenografado em 

camundongos, da ordem de 11 %, após 2 horas da injeção61. 
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Existem 4 radioisótopos de cobre (60Cu, 61Cu, 62Cu e 64Cu) emissores de 

pósitron possíveis de serem utilizado na preparação de radiotraçadores. 

Desses, 62Cu apresenta energia de emissão alta, da ordem de 2,92 MeV, e 

meia-vida física de 9,7 min, e o 64Cu apresenta energia de emissão baixa, da 

ordem de 0,65 MeV, e meia-vida física de 761,9 min, sendo os preferidos para 

estudos cuja cinética de distribuição seja rápida e longa, respectivamente62.  

O isótopo 62Cu é um emissor de pósitrons, formado à partir do 

decaimento de 62Zn, possui tempo de meia-vida de aproximadamente 10 

minutos, sufientes para aquisição de imagens de boa qualidade para estudos 

de perfusão miocárdica em condições de repouso e estresse (Yen et al, 2014). 

O 62Cu-PTSM (piruvaldeido bis(N4-metiltiossemicarbazonato)cobre(II)) 

foi preparado na década de 1990 e avaliado, em macacos, com potencial 

agente para marcação de perfusão cardíaca e os resultados mostraram que 

além da perfusão cardíaca o composto poderia ser utilizado para estudos de 

perfusão cerebral63. 

Ackerman e colaboradores64 avaliaram ligantes mistos de 

tiossemicarbazona como potencial agentes para estudos de perfusão 

miocárdica e durante os estudos demonstraram que a ligação de um dos 

complexos à albumina humana e canina eram diferentes, demonstrando a 

importância da intercomparação de estudos em diferentes espécies para o 

desenvolvimento de novos produtos. 

Vários derivados de tiossemicarbazonas foram sintetizados e avaliados 

sobre potencial uso para diferenciação entre áreas de normóxia e hipóxia e o 

64Cu-ATS(diacetil bis(N4-metiltiossemicarbazonato)cobre(II)) demonstrou, 

in vitro, ser o complexo de escolha para aplicações in vivo 65. 
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Lihui e colaboradores mostraram que compostos de tiossemicarbazonas 

marcados com 64Cu, além de serem radiotraçadores interessantes para a 

expressão de topoisomerase II em células EMT-6 (carcinoma mamário), 

B16F10 (melanoma) e CaSki (carcinoma epidermóide), foram tão eficientes 

quanto Etoposideo®, na inibição dessa enzima em células de leucemia 

linfocífica66. 

 Por outro lado, não encontramos relatos sobre o uso de 

tiossemicarbazatos como complexos com metais radioativos. 

Recentemente, o grupo do Prof. Dr. Victor Deflon, do Departamento de 

Química da Universidade de São Paulo, campus São Carlos, sintetizou novas 

tiossemicarbazonas e tiossemicarbazatos, dentre os quais o H2bdtc (Figura 9) 

e preparou os respectivos complexos de rênio67. Dada à semelhança química 

entre o rênio e o tecnécio, decidimos empreender esforços para preparar os 

complexos de [99mTc]tecnécio das novas tiossemicarbazonas e 

tiossemicarbazatos68, a fim de avaliar o comportamento biológico em modelos 

celulares e em animais. 

 

Figura 9. Estrutura dos ligantes (A) benzil-5-hidroxi-3-metil-5-fenil-4,5-diidro-1H-

pirazol-1-carboditionato (H2bdtc), (B) [ReO(bdtc)(Hbdtc)] 
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 2 OBJETIVOS 

 

 

 2.1 Objetivo geral 

 

 O objetivo deste trabalho é estudar as condições de preparo e 

caracterização físico-química de complexos de derivados de 

tiossemicarbazonas e tiossemicarbazatos com (67/68Ga)gálio, [99mTc]tecnécio e 

(111In)índio, e avaliar o potencial uso com agentes diagnóstico para deteção de 

tumores.   

 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

1- Avaliar diferentes metodologias analíticas para determinação da pureza 

radioquímica dos complexos; 

2- Avaliar a estabilidade dos complexos em condições de marcação e na 

presença de competidores como L-cisteína, L-histidina e soroalbumina; 

3- Avaliar a taxa de captação dos complexos em cultura de células de 

melanoma B16F10 e TM1M; 

4- Avaliar a biodistribuição dos complexos em animais por método in vivo e ex 

vivo. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Material 

 

3.1.1 Equipamentos e sistemas 

 

- Calibradores de doses, Victoreen, USA, modelo 34-056  

- Calibradores de doses, Capintec, modelo CRC-15R 

- Contador tipo poço, 1480 Automatic Gamma Counter Wallc wizard 3", 

PerkinElmaer Precisely, FInlândia, 2005. 

- Cromatógrafo Líquido de Alta Eficiência, Software Class-VP, Shimadzu 

Corporation,  Japan. 

- Flow Scintillation Analyzer, Radiomatic 610TR, Software ProFSA, 

PerkinElmer, USA. 

- Cuba para eletroforese, Elphor, DR Bender & Dr Hobein, Karlsruhe München 

Zürich, conectada a uma fonte contínua E-C Apparatus, modelo nº FB105 LVD, 

EC 105. 

- Vórtex, Quimis, São Paulo, modelo Q-220A. 

- Agitador magnético com chapa aquecedora, Quimis, São Paulo, modelo Q-

261-22. 

- Balança analítica eletrônica, Mettler, Suíça, modelo AE 200. 

- pHmetro, Micronal, São Paulo, modelo B374. 

- Cabine de fluxo laminar, TROX®. 
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- Estufa para cultura de células (37 ºC com 5 % CO2), Sanyo, MCO-19AIC UV. 

- Microscópio invertido, Leica. 

- Banho-marias, Sociedade Fabbe Ltda., Brasil, modelo Robertshow. 

- Centrífuga, Eppendorf®, modelo 5804-R. 

- Coluna C18 (3,9 x 300 mm, 10 μm) - Synergi-Hidro-RP, Phenomenex - USA. 

- Frascos de vidro tipo penicilina com 6 a 10 mL de capacidade (lavados com 

solução de HNO3 a 15 %).  

- Frascos de vidro com fundo cônico 2,5 mL, WHEATON GRAD V-VIAL®. 

 

3.1.2 Reagentes e solventes 

 

- Ligante H2bdtc e padrão [ReO(bdtc)(Hbdtc)]  preparados pelo grupo do Prof. 

Dr. Victor Marcelo Deflon - Instituto de Química - USP São Carlos. 

- Ácido clorídrico fumegante (HCl), Merck 

- Água (H2O) purificada deionizada, sistema Milli-Q, Millipore Corporation 

- Acetona grau PA (CH3COCH3), Nuclear. 

- Acetona grau HPLC (CH3COCH3), Vetec. 

- Acetonitrila grau PA (CH3N), EM 

- Cloreto estanoso diidratado (SnCl2.2H2O), Mallinkcrodt. 

- Cloridrato de L-cisteína monoidratada, InLab. 

- Cloridrato de L-histidina monoidratada, Merck. 
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- Clorofórmio grau PA (CHCl3), Nuclear. 

- Dimetilssulfóxido - DMSO, (CH3SOCH3), Carlo Erba 

- Etanol grau PA (CH3CH2OH), Merck 

- Metanol grau PA (CH3OH), EM 

- Metanol grau HPLC (CH3OH), Vetec. 

- n-Octanol grau PA (CH3(CH2)7OH), Merck 

- Solução fisiológica 0,9% (NaCl 0,9%), Baxter 

 

3.1.3 Misturas e soluções 

 

Todas as soluções aquosas foram preparadas com água purificada: 

- Solução aquosa de HCl 10 mM e 100 mM 

- Solução aquosa de meio de cultura RPMI-1640, suplementado com 5 % de 

SFB  

- Solução aquosa de tripsina a 0,25 % 

- Solução aquosa de corante azul de tripan 0,2 % 

- Solução tampão fosfato (pH 7) 10 mM e 100 mM 

- Solução tampão fosfato salina - PBS (10 mM Na2HPO4, 137 mM NaCl, 2,7 

mM KCl, 2 mM KH2PO4, pH 7,2) 

3.2 Métodos 
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 Todas as soluções aquosas utilizadas nos experimentos foram 

previamente nitrogenadas por período mínimo de 10 minutos. 

 

 

3.2.1 Avaliação do efeito do pH e temperatura na obtenção de [[99mTc]tecnécio 

com tiossemicarbazato 

 

Em um frasco tipo penicilina foram dissolvidos 1 mg do ligante H2bdtc  

em 1 mL de DMSO. Foram retirados 300 µL dessa solução e transferidos para 

outro frasco tipo penicilina e, em seguida, foram adicionados 300 µL de solução 

contendo 370 MBq (10 mCi) de [99mTc]O4
-. O sistema foi mantido sob fluxo de 

nitrogênio e após 5 minutos foram adicionados 20 µL de solução de SnCl2 

recém preparada (2,5 mg de SnCl2.2H2O, 10 µL de HCl 37% e 10 mL de H2O 

purificada); a solução foi mantida em repouso e, após 5 minutos, foram 

adicionados  380 ou 640 µL de solução PBS 0,1 N, e o frascos foram mantidos 

à temperatura ambiente (22-25 oC) ou aquecidos à temperatura de 97 oC. 

 

 

 

 

 

Tabela 5. Condições para reação entre [99mTc]tecnécio e H2bdtc 

Exp pH 
Tampão 

Volume (µL) 
Temperatura 

(oC) 
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1 3 PBS 0,1 N 380 22-25 

2 3 PBS 0,1 N 380 97 

3 5 PBS 0,1 N 380 22-25 

4 5 PBS 0,1 N 380 97 

5 5,5 PBS 0,1 N - 22-25 

6 5,5 PBS 0,1 N - 97 

7 7 PBS 0,1 N 380 22-25 

8 7 PBS 0,1 N 380 97 

9 7 PBS 0,1 N 640 22-25 

10 7 PBS 0,1 N 640 97 

 

 Os produtos da reação foram diluídos em H2O à concentração de 3,7 

MBq/mL (100 µCi/mL) e analisados por HPLC, conforme descrito em 3.3.2. 

Soluções contendo [[99mTc]O4
- e [ReO(bdtc)(Hbdtc)] também foram analisadas 

para estabelecimento de referências. 

 

3.2.2 Preparação do complexo [[99mTc](bdtc)(Hbdtc)] 

 

  Em um frasco tipo penicilina foram dissolvidos 1 mg do ligante H2bdtc  

em 1 mL de DMSO. Foram retirados 300 µL dessa solução e transferidos para 

outro frasco tipo penicilina e, em seguida, foram adicionados 300 µL de solução 

contendo 370 MBq (10 mCi) de [99mTc]O4
-. O sistema foi mantido sob fluxo de 

nitrogênio e após 5 minutos foram adicionados 20 µL de solução de SnCl2 

recém preparada (2,5 mg de SnCl2.2H2O, 10 µL de HCl 37% e 10 mL de H2O 
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purificada); a solução foi mantida em repouso e, após 5 minutos, foram 

adicionados 640 µL de solução tampão fosfato  0,1 M (pH 7), para ajuste do 

pH.  

 

3.2.3 Preparação do complexo [[99mTc]-bdtc]  

 

 

 Em um frasco tipo penicilina foram dissolvidos 1 mg do ligante H2bdtc 

em 1 mL de DMSO. Foram retirados 300 µL dessa solução e transferidos para 

outro frasco tipo penicilina e, em seguida, foram adicionados 300 µL de solução 

contendo 370 MBq (10 mCi) de [99mTc]O4
-. O sistema foi mantido sob fluxo de 

nitrogênio e, após 5 minutos, foram adicionados 20 µL da solução de SnCl2 

recém preparada (2,5 mg de SnCl2.2H2O, 10 µL de HCl 37% e 10 mL de H2O 

purificada), aguardando mais 5 minutos e adicionando a marcação 380 µL de 

solução tampão fosfato 0,1 N (pH 7), a marcação foi finalizada após 

aquecimento de 100°C por 5 minutos. O pH final da marcação ficou entre 7 e 8. 

 

 

 

 

 

 

 

3.2.4 Preparação do complexo [111In-bdtc] 
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3.2.4.1 Sob aquecimento 

 

 Dez microlitros de solução contendo aproximadamente 11,1 MBq (0,3 

mCi) de 111InCl foi tranferido para frasco de vidro com fundo cônico e a solução 

foi aquecida a  55°C sob fluxo N2. Após secagem, foi adicionado 1 mg do 

ligante, seguido da adição de 1 ml de etanol, o frasco foi fechado e a solução 

foi aquecida a 90°C, por 30 minutos. 

 

 

3.2.4.2 À temperatura ambiente 

 

 Dez microlitros da solução do ligante H2bdtc em CHCl3 (10 mg/mL) 

foram adicionados em frasco de vidro com fundo cônico de 2,5 mL, seguido da 

adição de 10 µL de solução contendo 11,1 MBq (0,3 mCi) de 111InCl3; o volume 

foi completado com 1 mL de etanol e o frasco foi mantida em temperatura entre 

23 a 25 ºC, por 10 minutos. 

 

 

3.2.5 Preparação do complexo [67Ga-bdtc]  

 

 A solução de 67GaCl3, foi transferida para um frasco de fundo cônico e 

foi concentrado até a secura, por aquecimento da solução a 55 °C e fluxo de 

nitrogênio. Ao frasco foi adicionado 1 mg do ligante H2bdtc e, posteriormente,  
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1 mL de etanol. A solução foi aquecida a 90 °C por 30 minutos, e depois 

deixada atingir a temperatura ambiente. 

 

 

3.3 Determinação de parâmetros físico-químicos dos complexos 

 

 

3.3.1 Determinação da pureza radioquímica por cromatografia planar 

 

Uma gota do produto a ser analisado foi depositado a 1 cm da borda 

inferior de tiras de papel cromatográfico (8x1 cm) e essas foram colocadas em 

um tubo contendo as respectivas fases móveis, conforme tabela 6. Após a fase 

móvel ter percorrido 6 cm a partir do ponto de aplicação da amostra, a tira de 

papel foi retirada do tubo e deixada secar.  A distribuição da radiação foi 

analisada colocando a tira de papel em um scanner de radiação ou cortando-a 

em 6 segmentos de 1 cm (nas extremidades os seguimentos tem 2 cm) e a 

radioatividade nos segmentos foi determinada  em contador de poço. Em 

ambos os casos, a pureza foi determinada dividindo contagens na área do pico 

ou em cada segmento, pela contagem total do sistema.   
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Tabela 6. Sistemas cromatográficos utilizados na cromatografia planar para 

controle de qualidade dos complexos 

Complexos Sistema cromatográfico 

[99mTc]O4
- / [99mTc]O2 /   

[[99mTc]-bdtc] e 

[[99mTc]O(bdtc)(Hbdtc)] 

Whatman 3 MM / Acetona 

Whatman 3 MM / NaCl 0,9 % 

 111InCl3 / [
111In-bdtc] Whatman 4 / CHCl3:MeOH (75:25) 

67/68GaCl3 / [
67/68Ga-bdtc] Whatman 3 MM / Acetonitrila:H2O (75:25) 

 67GaCl3 / [
67Ga(cit)2]

3- Py:EtOH:H2O (1:2:4) 

Todos os complexos para 

estabilidade em albumina ou 

plasma 

ITLC-SG impregnado com albumina 0,2 

% / CH3CH2OH:NH4OH:H2O (2:1:5) 

 

 

3.3.2 Determinação da pureza radioquímica por cromatografia líquida de alta 

eficiência (HPLC) 

 

Amostras dos complexos foram diluídas à concentração de 3,7 MBq/mL 

(100 µCi/mL) e 10 µL dessas soluções foram  injetadas em um cromatógrafo, 

equipado com uma coluna de C18 (3,9x300 mm, 10 μm). Foi utilizada a fase 

móvel acetona:H2O:MeOH (66:22:12), em fluxo de 1 mL/min, no modo 

isocrático. 
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3.3.3 Determinação do coeficiente de partição 

 

 Em tubos de ensaio foram adicionados 2,7 mL de solução NaCl 0,9%, 

3,0 mL de n-octanol e 300 µL da solução do radiofármaco em análise. Os tubos 

foram tampados, agitados em vortex por 1 minuto e deixado em repouso por 10 

minutos. Alíquotas de 1,0 mL de cada fase foram retiradas, transferidas para 

outros tubos e a radioatividade foi medida em um curiômetro. O coeficiente foi 

determinado dividindo o valor da atividade encontrada na fase orgânica (n-

octanol) pelo valor da atividade na fase aquosa (NaCl 0,9%), sendo o resultado 

expresso como valor logarítmico  do cociente (LogP). 

 

 

3.3.4 Avaliação da estabilidade dos complexos na ausência ou presença de     

L-cisteína e L- histidina, a 37 oC 

 

Em frascos de vidro foram colocados, independentemente 0,9 mL de 

solução salina, L-Cys.HCl.H2O (1 mM) e  L-His.HCl.H2O (1 mM), preparadas 

em (H2O) seguido de 100 µL dos complexos marcados. As soluções foram 

incubadas a 37 ºC e nos tempos 15, 60 e 120 minutos, amostras foram 

retiradas e analisadas por cromatografia planar, conforme descrito em 3.3.1, ou 

por HPLC, conforme 3.3.2.   
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3.3.5 Avaliação da ligação dos complexos frente às proteínas plasmáticas e 

soroalbumina humana 

 

Em um frasco de vidro tipo penicilina, foram adicionados 1 mL de 

plasma ou 1 mL de solução de albumina humana a 0,2%, seguido da adição de  

100 µL da solução do complexos. Após incubação por períodos de 15, 60 e 120 

minutos, uma alíquota de 100 µL foi retirada a cada tempo e avaliada por 

cromatografia planar, conforme descrito em 3.3.1.   

 

 

3.4 Estudos biológicos in vitro 

 

 

3.4.1 Cultura de células B16F10 e TM1M 

 

Células B16F10 e TM1M foram cultivadas em garrafas plásticas de 150 

cm², em 25 mL de meio de cultura RPMI suplementado com 10 % de soro fetal 

bovino (SFB) e mantidas em estufa a 37 ºC, 5 % CO2 e umidade a 95 %. A 

cada dois dias ou próximo a confluência de 90%, o meio de cultura foi 

removido, as células foram lavadas com 5 mL de solução PBS, em seguida 

foram adicionados 3 mL de solução de tripsina a 0,25 % as garrafas foram 

mantidas em estufa por cerca de 2 minutos. Após a verificação do 

desprendimento total das células, utilizando um microscópio de foco invertido, 

foram acrescentados 3 mL de meio de cultura suplementado com SFB, a 

suspensão de células foi aspirada utilizando pipeta sorológica de 10 mL e 
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transferida para um tubo de fundo cônico de 15 mL. O tubo foi centrifugado por 

5 minutos a 1200 rpm (259 rcf), o sobrenadante foi desprezado e as células 

foram ressuspendidas em do meio de cultura e o volume foi dividido em outras 

duas garrafas. 

As células TM1M foram cultivadas na presença de antibiótico 

(ampicilina:estreptomicina 10 mg/mL), o qual era retirado uma semana antes 

dos experimentos envolvendo os radiofármacos. 

 

 

3.4.2 Viabilidade celular por azul de tripan 

 

Foram adicionados 20 µL de uma suspensão de células em um tubo de 

microcentrífuga de 200 μL e em seguida, 20 µL de azul de tripan 0,2%. Dessa 

mistura foram transferidos 10 µL para a câmara de Neubauer, que foi levada ao 

microscópio invertido para contagem das células.  

O número de células em mililitros foi calculado segundo a equação 1 e a 

viabilidade celular em porcentagem, foi calculado segundo a equação 2: 
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Sendo, número total de células contadas divididas por 4, referente ao 

número de quadrantes, fd: fator de diluição =  2 (suspensão celular e azul de 

Tripan 1:1), fc: fator de correção = 104. A viabilidade celular foi determinada 

através da razão entre células viáveis (não coradas) e inviáveis (coradas em 

azul). O resultado foi corrigido para o volume total da suspensão, e o fator de 

diluição foi calculado para o ensaio desejado. Foram utilizadas células com 

viabilidade acima de 95%. 

 

 

3.4.3 Ensaios de captação e eliminação dos radiofármacos em células 

 

 

3.4.3.1 Plaqueamento celular 

 

Garrafas de cultura com células na confluência de 90% tiveram as 

células desprendidas e centrifugadas. O pellet de células foi ressuspendido em 

10 mL de meio de cultura. O número total de células foi determinado utilizando 

método de viabilidade por azul de tripan (item 3.4.2), e volumes foram 

transferidos lentamente para placas de 4 poços, na concentração de 5x105 

células por poço; o volume foi completado com a adição lenta para 1 mL com 

meio de cultura  e a placa foi agitada em leves movimentos circulares para que 

as células fossem espalhadas uniformemente nos poços. As placas foram 

mantidas em estufa em condições de cultura, por 24 horas.  
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3.4.3.2 Ensaios de captação 

 

 Três placas de cultura, com 4 poços cada, semeadas com 5x105 células 

e incubadas previamente por 24 horas, tiveram o meio de cultura aspirado e 

acrescido de 1 mL de meio novo, aproximadamente 1 hora antes do início dos 

experimentos. 

Os radiofármacos foram diluídos à concentração de 3,7 MBq/mL (100 

µCi/mL), 10 µL da solução foram adicionados em cada poço e as placas 

retornaram à estufa de cultura, onde permaneceram, respectivamente, por 

tempos de 15, 60 e 120 minutos. Ao término de cada tempo, a solução de cada 

poço foi aspirada e transferida para um tubo plástico, compatível com o sistema 

de contagem de radiação; em seguida, os poços foram lavados duas vezes 

com 1 mL de solução PBS, sendo as soluções transferidas para outros tubos 

para contagem; finalmente, 1 mL de solução de NaOH 0,1 N ou tripsina 0,25 %, 

foi adicionada aos poços para lise ou despredimento das células, as quais 

também foram foram transferidas para tudos para contagem. Todas as 

ponteiras utilizadas para transferência das soluções entre os poços e os tubos, 

foram adicionadas aos respectivamente tubos e a radioatividade em cada um 

deles foi determinada em contador gama tipo poço. 

 

 

Figura 10. Esquema de ensaios de captação celular 
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3.4.3.3 Ensaios de efluxo 

 

 Duas placas de cultura, com 4 poços cada, foram semeadas e 

incubadas previamente por 24 horas, tiveram o meio de cultura aspirado e 

acrescido de 1 mL de meio novo aproximadamente 1 hora antes do início dos 

experimentos. Os radiofármacos foram diluídos à concentração de 3,7 MBq/mL 

(100 µCi/mL) e 10 µL da solução foram adicionados em cada poço e as placas 

retornaram à estufa de cultura, onde permaneceram por 120 minutos. A taxa de 

efluxo foi determinada por dois processos: 

 

 

3.4.3.3.1 Avaliação sequencial nos tempos de 15, 60 e 120 minutos 

 

Após o período de incubação dos radiofármacos (120 min), o meio de 

cultura dos poços foram retirados e acomodados em tubos de contagem, as 

células foram lavadas com 1 mL de PBS e essa solução também foi transferida 

para tubos de contagem, juntamente com as respectivas ponteiras. O poços 

foram repostos por mais 1 mL de meio, a placa foi levada novamente à estufa e 

o processo de retirada do meio de cultura, lavagem e reposição do meio 

repetido aos 15, 60 minutos e aos 120 minutos, após o tempo do primeiro 

processo de remoção do meio de cultura; no último tempo as células também 

foram removidas e adicionadas a tubos para determinação da radioatividade 

(Figura 11).   
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Figura 11. Ensaio de efluxo celular nos tempos de 15, 60 e 120 min, após 

incubação inicial por 120 min. 

 

 

3.4.3.3.2 Avaliação no tempo de 120 minutos 

 

Após o período de incubação dos radiofármacos de 120 min, o meio de 

cultura dos poços foi retirado e acomodados em tubos de contagem, as células 

foram lavadas com 1 mL de PBS e essa solução também foi transferida para 

tubos de contagem, juntamente com as respectivas ponteiras. Os poços foram 

preenchidos com mais 1 mL de meio de cultura e a placa foi levada novamente 

à estufa por um período de 120 minutos. Ao final, o meio de cultura foi 

removido e transferido para novos tubos de contagem, os poços foram lavados 

com PBS e as soluções de lavagem foram transferiadas para outros tubos de 

contagem, por fim, as células foram lisadas com 1 mL de solução de NaOH 0,1 

N para coleta das células e as soluções foram transferidas para tubo de 
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contagem, os quais foram analizados em um contador gama tipo poço (Figura 

12). 

 

Figura 12. Ensaio de efluxo celular no tempo de 120 min, após incubação inicial 

por 120 min. 

 

 

3.5  Estudos de biodistribuição ex vivo e in vivo 

 

3.5.1  Modelo animal 

 

Camundongos C57Bl/6 SPF (Specific Pathogen Free), provenientes do 

Biotério Central da Faculdade de Medicina da USP, foram agrupados em 

número de 6 animais e mantidos em micro-isoladoras acopladas em estantes 

com sistema de troca de ar (20 ciclos/h). A temperatura da sala foi mantida 

entre 20 ºC e 23 ºC, com ciclo de fotoperíodo de 12/12 horas, dentro do 

Biotério de Experimentação do Centro de Medicina Nuclear. Os animais 

receberam água e ração estéreis ad libitum. 
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 Todos os procedimentos foram executados de acordo com as normas 

éticas estabelecidas pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal 

(COBEA) e aprovados pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal da 

Faculdade de Medicina-USP (CEP nº372/12). 

 

 

3.5.2 Implantação do tumor 

 

Células B16F10 e TM1M de melanoma foram desprendidas da garrafa 

de cultura e recolhidas em 2 frascos cônicos de 15 mL, cada frasco com 10 mL 

de meio de cultura, em seguida foram centrifugadas, o sobrenadante foi 

descartado e o sedimentado foi ressuspendido com 3 mL de meio de cultura. 

Foram separadas 20 µL da suspensão de cada linhagem e a viabilidade celular 

foi avaliada utilizando solução azul de Tripan 0,2 % (3.4.2). As células foram 

mantidas em banho de gelo até serem inoculadas por administração intra-

dérmica de 5x105 células/100 µL de NaCl 0,9 % de B16F10 no dorso superior 

direito, de 7 a 10 dias antes da aquisição da imagem, e de TM1M no dorso 

superior direito, de 10 a 14 dias antes da aquisição da imagem.  

 

 

3.5.3 Biodistribuição ex vivo dos radiofármacos [[99mTc]-bdtc] e 

[[99mTc]O(bdtc)(Hbdtc)] 

 

Camundongos da linhagem C57Bl/6, machos, com aproximadamente 8 

a 10 semanas de vida, com implantes de células B16F10 e TM1M, 
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apresentando tumores com volume da ordem de 10 a 12 mm3, foram mantidos 

em jejum de 6 horas. Os animais foram pesados em balança semi-analítica e 

aproximadamente 0,37 MBq (10 µCi) do radiofármaco foi injetado na veia da 

cauda; transcorrido os tempos de 15, 120 e 240 min, os animais, em número 

de 3 ou 4 para cada intervalo de tempo, foram anestesiados com isoflurano® e 

eutanasiados por remoção do coração. Imediatamente após a eutanásia, uma 

fração do sangue colhido em frascos de vidro e os tecidos e órgãos: cérebro, 

tireóide, coração, pulmão, rins, estômago, baço, fígado, intestino grosso, 

intestino delgado, osso, músculo e tumor foram excisados, pesados em 

balança analítica e a radioatividade nos órgãos e no sangue foi medida em 

contador gama, tipo poço. Os dados foram transferidos para planilha eletrônica 

e foram calculadas as relações de atividade radioativa por órgão e por grama 

de órgão. 

Procedimento idêntico foi realizado para os animais isentos de tumor. 

 

 

3.5.4 Biodistribuição in vivo dos radiofármacos por imagem 

 

Os camundongos foram anestesiados com uma mistura de 3 % de 

isoflurano em oxigênio e foram administrados, por veia peniana, 74 MBq (2 

mCi) do  radiofármaco de interesse diluído em 100 uL de solução salina. Após 

30 minutos ou 2 horas da administração do radiofármaco, os animais foram 

anestesiados e mantidos sob efeito da mistura de isoflurano®, posicionado em 

decúbito ventral e as imagens foram adquiridas utilizando pinhole de 5 furos e 

12x103 contagens/projeção. Posteriormente imagens tomográficas (CT) foram 
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obtidas em campo de visão máximo de 9,3 x 9,7 cm. Todas as imagens foram 

adquiridas em equipamento Triumph Trimodality (Gamma Medica-Ideas Inc., 

Sherbrooke, Canadá).  

 

 

3.5.5 Processamento de imagens SPECT/CT e PET/CT 

 

As imagens foram reconstruídas utilizando o método OSEM, com 5 

interações para o SPECT. As 512 projeções adquiridas na tomografia 

computadorizada foram reconstruídas pelo método FBP (retroprojeção 

filtrada).  As imagens passaram por processo de fusão com auxílio do software 

Amide. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

4.1 Preparação dos complexos de [99mTc]tecnécio 

 

 

4.1.1 Avaliação do efeito do pH e temperatura na obtenção de [[99mTc]tecnécio 

com  H2bdtc. 

 

 A química do elemento tecnécio é bastante complexa, pois o metal exibe 

múltipos estados de oxidação e de coordenação, os quais variam em função do 

agente redutor utilizado, do pH do meio reacional e do tipo do ligante.  

 Artigos publicados na literatura utilizando complexos de 99Tc e natRe, os 

quais permitem isolar e caracterizar as moléculas obtidas ou analisa-las por 

métodos espectroscópicos, tem demostrando a multiplicidade de compostos 

que podem ser formados em uma mesma reação. 

 Como as tiossemicarbazonas são ligantes polidentados contendo 

átomos de enxofre, nitrogênio e oxigênio que podem se coordenar ao metal, 

simultaneamente ou seletivamente, decidimos avaliar o efeito do pH e 

temperatura na formação dos complexos60, 69. 

Várias marcações foram realizadas seguindo o procedimento descrito 

em 3.2.1. Ao final do processo de mistura dos reagentes foi adicionado solução 

tampão fosfato 0,1 N pH 3, pH 5 e pH 7, além de se manter o pH orginal, ao 

redor de 5,5, obtido no momento da formulação. Para todas as situações 

também foi avaliado o efeito da temperatura (ambiente ou aquecimento 90 oC/5 
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min) e para a preparação tamponada com pH 7, também foi avaliado o efeito 

do volume do tampão. Foram utilizados como referência o tempo de retenção 

do [99mTc]O4
- e o do complexo [ReO(bdtc)(Hbdtc)]. 

 A marcação realizada em pH 3 mostrou, na análise por HPLC, a 

formação de três produtos, com tempos de retenção de 4,3 min (19,65 %) , 5 

min (15,51 %) e 8,8 min (55,95 %) e após aquecimento da amostra os tempos 

de retenção são alterados para 2,3 min (18,33 %), 8,8 min (68,44 %) e 12,9 min 

(13,22 %)  (figura 13). Quando a marcação foi tamponada a pH 5,0 outros 

produtos puderam ser observados, com tempo de retenção de 1,9 min (47,89 

% ) e 5,0 min (20,17 %); este caso o aquecimento apenas alterou a proporção 

dos produtos, respectivamente, para 58,89 % e 32,42 %. O composto com 

tempo de retenção de 1,9 min apresenta o mesmo tempo que o obtido para 

[99mTc]O4
-, mas nenhum apresenta tempo de retenção de 3,2 min, obtido para o 

produto referência [ReO(bdtc)(Hbdtc)]. 

 A marcação realizada em pH 5,5, gerou 6 produtos com quantidades 

representativas, mas todos com valores abaixo de 50 % de pureza e nenhum 

correspondente ao produto de referência com [ReO(bdtc)(Hbdtc)]. O 

aquecimento alterou proporções dos compostos com tempo de retenção de 2,3 

min e 7,8 min, dando origem a outros produtos com tempos de retenção 

diferentes (figura 13B). 

 A marcação em pH 7 embora também tenha fornecido vários produtos, 

permitiu obter dois deles em concentração superior a 85 %, influenciadas 

principalmente pela concentração do tampão na amostra, mas também 

sofrendo influência da temperatura. Quando foi utilizado 640 µL de solução 

tampão fosfato 0,1 M (pH 7), a temperatura ambiente, obtivemos um produto 
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com tempo de 2,3 min (8,49 %) e um principal, com tempo de retenção de 3,2 

min (91,51 %), concordante com o tempo de retenção do produto referência 

[ReO(bdtc)(Hbdtc)], ao aquecê-lo o produto se degrada fornencendo os 

seguinte compostos de 2,3 min (3,53 %), 3,2 min (16,96 %) e 5,2 min (52,51 

%). Ao diminuirmos a quantidade de tampão para 380 µL, obtivemos produtos 

em 2,3 min (43,69 %), 16,8 min (30,69 %) e 24,2 min (25,52 %), ao ser 

aquecido toda essa mistura deu origem a 100 % do produto com tempo de 

retenção de 2,3 min (figura 13C). 

 Não encontramos na literatura outros relatos sobre efeito da variação do 

tampão na formação de diferentes complexos, de modo que a informação 

obtida neste trabalho pode ser importante no desenvolvimento de novos 

produtos, notadamente naqueles em que kits liofilizados são reconstituídos 

com a adição de tampões no momento da reconstituição. 

 Para compreender o que ocorre com o produto com tempo de retenção 

de 2,3 minutos, isolamos os dados na (figura 14, tabela 7), onde se pode 

observar efeitos de pH, temperatura e concentração do tampão na 

porcentagem de formação. 
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Figura 13. Cromatogramas (A) Marcação com variações de pH 3,0 - 5,0 e 

temperatura; (B) Marcação em pH 5,5 e variações de temperatura; (C) 

Marcação em pH 7, com variações de volume final de tampão (* 380 µL ou 640 

µL) e temperatura. 
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Figura 14. Rendimento do composto [[99mTc]-bdtc] em função do pH, 

temperatura e volume de PBS 0,1 N (*380 µL ou 640 µL). 

 

Tabela 7. Rendimento do composto [[99mTc]-bdtc] em função do pH, 

temperatura e volume de PBS 0,1 N. 

pH Tampão 

Volume 

(µL) Temperatura (oC) Rendimento 

pH 3,0 PBS 0,1 N 640 97 18.33% 

pH 5,5 PBS 0,1 N 640 97 34.39% 

pH 5,5 - - 22-25 18.61% 

pH 7,0* PBS 0,1 N 380 97 100% 

pH 7,0* PBS 0,1 N 380 22-25 43.69% 

pH 7,0 PBS 0,1 N 640 97 3.53% 

pH 7,0 PBS 0,1 N 640 22-25 8.49% 
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 Com excessão daquela estrutura que se pôde preparar um complexo de 

rênio e caracterizá-lo, todos os outros compostos demandariam um trabalho 

imenso para prepará-los e caracterizá-los do ponto de vista físico-químico e 

biológico. Desta maneira decidimos seguir o trabalho com o composto de 

estrutura conhecida e aquele que apresentou concentração de 100 %, com 

tempo de retenção de 2,3 min. 

 

   

4.1.2 Preparação e controle de qualidade dos complexos 

[[99mTc]O(bdtc)(Hbdtc)] e [[99mTc]-bdtc] 

 

 Com base nos experimentos que permitiram definir pH, temperatura e 

quantidade de agente tamponante, novas preparações foram realizadas e, 

além da análise por HPLC,  também foram relizadas análises por cromatografia 

em camada delgada, para permitir identificar a possível formação da espécie 

hidrolisada/reduzida [[99mTc]O2.  

 A análise por HPLC do produto de reação entre H2bdtc e [[99mTc]O4
-, 

tampão fosfato 0,1 M (pH 7) e temperatura ambiente, permitiu observar a 

formação de dois produtos principais (figura 15A), aquele com tempo de 

retenção de 3,2 min (91,51 %), com retenção compatível com o produto 

referência [ReO(bdtc)(Hbdtc)] (figura 15B) e outro com tempo de retenção de 

2,3 min (8,49 %). 
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Figura 15. Cromatogramas em HPLC: (A) Complexo [[99mTc]O(bdtc)(Hbdtc)] por 

detecção em Flow Scintillation Analyzer, Radiomatic 610TR, processado em 

software ProFSA, PerkinElmer. (B) Padrão não radioativo [ReO(bdtc)(Hbdtc)] 

detectado por UV a 180 nm, utilizando HPLC, Software Class-VP, Shimadzu. 

 

 Para avaliar a formação da espécie [[99mTc]O2 que não pode ser 

determinada em análise por HPLC utilizando colunas de fase reversa, uma vez 

que fica retida nela, foram utilizados os sistemas cromatográfico papel 

Whatman 3MM/NaCl 0,9 % e papel Whatman 3MM/acetona, nos quais as 
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impurezas [[99mTc]O4
- e [99mTc]O2, independente da fase móvel, apresentam Rf 

= 0,9-1,0 e Rf = 0-0,1, respectivamente, enquanto complexos lipofílicos tendem 

a apresentar Rf próximo a zero, quando do uso de  solução de NaCl 0,9 %, e 

Rf próximo a 1,0 quando do uso de fases moveis orgânicas, como acetona. 

Nesse cenário, foram determinadas concentrações médias de [[99mTc]O4
- na 

ordem de 0,18 % e de [[99mTc]O2 na ordem de 1,7 %, levando a eficiência de 

marcação de 98,12 %, conforme ilustrado nas figuras 16A e 16B. 

 

 

Figura 16. Cromatograma do complexo [[99mTc]O(bdtc)(Hbdtc)], obtido em: (A) 

Papel Whatman 3MM/NaCl 0,9 %; (B) Papel Whatman 3MM/acetona. A 

distribuição foi analisada em scanner detector AR-2000 RC Scanner Bioscan e 

processada usando WinScan Software. 

 

 Na formulação em que foi utilizado um volume menor (380 µL) de 

tampão fosfato 0,1 M (pH 7), com o objetivo de aumentar a concentração 

radioativa, o resultado da reação do H2bdtc e [[99mTc]O4
-, sem aquecimento, 

analisada por HPLC permitiu observar 3 compostos (figura 17A), com tempo de 

retenção de 2,1 min (43,69 %), 16,8 min (30,79 %) e 24,2 min (25,52 %), que 
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depois de aquecido a 90 ºC se tornam um, com tempo de retenção de 2,1 min 

(100 %) (figura 17B). A injeção de  [[99mTc]O4
- no HPLC, sob as mesmas 

condições de análise, mostrou que o produto apresenta tempo de retenção de 

1,9 min, muito próximo aos 2,1 min obtidos para o complexo de [[99mTc]-bdtc].  

 

Figura 17. Cromatogramas (A) Complexo [[99mTc]-bdtc] marcado sem 

aquecimento; (B) Complexo [[99mTc]-bdtc] aquecido à 90 ºC por 5 minutos; (C) 

Injeção de [99mTc]O4
-. HPLC Flow Scintillation Analyzer, Radiomatic 610TR, 

software ProFSA, PerkinElmer. 
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 A utilização dos sistemas cromatográfico papel Whatman 3MM/NaCl 0,9 

% e papel Whatman 3MM/acetona, permitiu deminar que não havia o produto 

[99mTc]O4
- presenta na amostra (figura 18A), enquanto a espécie [[99mTc]O2 foi 

encontrada na proporção de 4,24 % (figura 18B).    

 

 

Figura 18. Cromatograma do complexo [[99mTc]-bdtc], obtida em: (A) Papel 

Whatman 3MM / NaCl 0,9 %; (B) Papel Whatman 3MM / acetona. A distribuição 

foi analisada em scanner detector AR-2000 RC Scanner Bioscan e processada 

usando WinScan Software. 

 

 Já havíamos apresentado na introdução a possibilidade das 

preparações dos complexos de [99mTc]tecnécio darem origem a isômeros 

estruturais70,71, e a preparação de complexos não radioativos de rênio têm 

permitido entender a estrutura desses complexos. Durante o desenvolvimento 

da tese de doutorado de Fernandes72, no qual foram preparados complexos 

com o ligante H2bdtc, o autor encontrou que quando foi preparado utilizando o 

metal Re foi possível isolar e caracterizar, por IR, 1H-RMN, 13C-RMN e 

cristalografia de raio-X, apenas o complexo [ReO(bdtc)(Hbdtc)]; todavia, 
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quando foi utilizado o 99Tc (t1/2 = 2,1x105 anos) foi obtido o complexo 

[[99Tc]O(bdtc)Cl], também caracterizado por métodos analíticos convencionais, 

mas como a preparação desse segundo composto ocorreu na Alemanha, não 

foi possível transportá-lo para o Brasil, para que fosse utilizado como 

referência.  

 Todos os resultados apresentados até aqui, mostram a fascinante e 

complexa química do elemento tecnécio, é a importância do desenvolvimento 

de padrões analíticos com rênio e utilização de diferentes métodos 

cromatográficos para comprovação dos resultados. 

 

  

4.2 Preparo e controle de qualidade do complexo de 111In 

 

 O complexo [111In-bdtc] foi preparado como descrito na literatura73. A 

reação ocorreu à temperatura ambiente e forneceu um produto com pureza 

superior a 98 %, conforme mostrado na figura 19B. Dado a condição branda 

com que o produto foi obtido e alto rendimento alcançado, não foram realizados 

outros estudos do processo de marcação. 
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Figura 19. Cromatogramas (A) 111InCl3 e (B) complexo [111In-bdtc], obtido em 

papel Whatman 4/CHCl3:MeOH (75:25). A distribuição foi analisada em 

scanner detector AR-2000 RC Scanner Bioscan e processada usando WinScan 

Software. 

 

4.3 Preparo e controle de qualidade do complexo de 67Ga 

 

 A preparação do complexo [67Ga-bdtc] foi realizada seguindo os 

processos descritos na literatura60. Todavia, ela foi mais trabalhosa, pois o 67Ga 

fornecido pelo IPEN (também a cada 15 dias) estava na forma de [67Ga(cit)2]
3-, 

o qual precisou ser hidrolisado e purificado em coluna de sílica-gel, para 

obtenção dele na forma de 67GaCl3. A fração eluída da coluna com maior 

atividade radioativa foi separada e analisada por cromatografia planar, tendo 

sido observado mudanção no perfil de migração, nas condições da análise, 

conforme demonstrado nas figuras 20A e 20B.  

 De posse daquele produto, o volume do eluato precisou ser reduzido, 

uma vez que o procedimento descrito na literatura para preparação desses 

complexos usualmente fazem uso de volumes pequenos de solvente.   
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 O rendimento da reação com 67Ga não foi tão alto quanto aquele obtido 

para o 111In, ficando ao redor de 87 % (figura 21B) e pode estar associado a 

algum contaminante gerado no processo de hidrólise do [67Ga(cit)2]
3-.  

 

 

Figura 20. Cromatogramas (A) [67Ga(cit)2]
3- e (B) 67GaCl3, obtido em papel 

Whatman 3MM/Py:EtOH:H2O (1:2:4). A distribuição foi analisada em scanner 

detector AR-2000 RC Scanner Bioscan e processada usando WinScan 

Software. 

 

 

Figura 21. Cromatograma do: (A) 67GaCl3 e (B) [67Ga-bdtc], obtido em papel 

Whatman 3MM/Acetoniltrila:H2O (75:25). A distribuição foi analisada em 

scanner detector AR-2000 RC Scanner Bioscan e processada usando WinScan 

Software. 
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4.4 Determinação do coeficiente de partição (LogP) 

 

 O coeficiente de partição é uma medida utilizada para determinar o grau 

de hidrofobicidade de uma determinada substância, realizada agitando o 

composto que se pretende analisar em uma mistura de dois solventes 

imissíveis, um aquoso como H2O, solução salina 0,9 % ou em PBS 0,1 N pH 

7,4 e outro orgânico, normalmente n-octanol. O resultado da razão 

aquosa/orgânico é normalmente expresso na forma logarítimica (LogP). Nesse 

modelo, composto com LogP < 0 são considerados hidrofílicos, normalmente 

excretadas por via renal, e LogP>0 são considerados hidrofóbicos ou lipofílicos, 

que tendem a ser excretadas via sistema hepatobiliar, mas excreção renal 

também é possível. 

 No caso de pequenas moléculas (PM < 1 kDa) grau de lipofilicidade é 

importante para permitir que as moléculas ultrapassem a membrana celular e 

seja sequestrada no interior da células por algum mecanismo específico, 

principalmente no caso das células tumorais.    

 Os resultados da média de duas medidas de Log P para os complexos 

do ligante H2bdtc com os metais 99mTc, 67Ga e 111In são apresentados na tabela 

8. 
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Tabela 8. Valor do Log P dos complexos de H2bdtc com 

radiometais, expressos como resultado da média de duas 

medidas. 

Complexo Log P 

[[99mTc]O(bdtc)(Hbdtc)] 1,03  

[[99mTc]-bdtc] 1,27 

[67Ga-bdtc] 1,56* 

[111In-bdtc] 0,903 

* Medida única 

 

Embora não pareça haver um valor de log P ideal para captação do 

radiocomplexos em tumores, moléculas lipofílicas tendem a se concentrar com 

maior intensidade no fígado74, dificultando a visualização de tumores naquela 

região. 

 

 

4.5 Estabilidade in vitro dos complexos de [99mTc]tecnécio na presença de       

L-cisteína, L-histidina,  plasma e albumina 

 

 Complexos organo-metálicos são formados por ligações covalentes 

coordenadas, mais forte que as ligações iônicas, porém podem ser menos 

fortes que as ligações covalentes clássicas. Assim, é de fundamental 

importância determinar a estabilidade desses complexos em várias condições, 
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principalmente considerando o meio ambiente onde o produto será 

administrado, ou seja, o sangue. Na presença de aminoácidos como L-cisteína 

e L-histidina, que compões diversos peptídeos e anticorpos foram realizados 

testes de estabilidade em solução de L-cisteína, L-histidina, soro albumina 

humana e plasma humano, para avaliar a estabilidade dos complexos e 

possíveis ligações às proteínas e aminoácios encontrados na corrente 

sanguínea.  

 Normalmente são utilizadas concentração de aminoácidos variando de 1 

a 10 mM, contra concentração do complexo que variam de 10-4 a 10-5 mM. 

Santos e colaboradores estudaram a estabilidade de análogos de timidina 

marcados com [99mTc]tecnécio frente a concentrações de L-cisteína e              

L-histidina variando de 0,3 até 300 mM, e demonstrando que o complexo 

estudo permace estável  na primeira hora de incubação até a concentração de 

30 mM. Todavia, após 4 horas, mesmo concentrações tão baixas quanto 0,3 

mM já foram suficientes para degradar o complexo. 

 Em nosso trabalho utlizamos a concentração de L-cisteína e L-histidina 

na faixa de 1 mM. 

 

 

4.5.1 Estabilidade in vitro do complexo  [[99mTc]O(bdtc)(Hbdtc)]   na presença 

de L-cisteína, L-histidina,  plasma humano e soro albumina humana 

 

 Inicialmente realizamos o teste de estabilidade do complexo 

[[99mTc]O(bdtc)(Hbdtc)], utilizando tanto HPLC quanto cromatografia planar.  
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Figura 22. Cromatogramas (A) complexo [[99mTc]O(bdtc)(Hbdtc)] injetado no 

tempo 0; (B) Co-injeção do complexo [[99mTc]O(bdtc)(Hbdtc)] com [99mTc]O4
-. 

 

 O composto marcado, inicialmente com pureza de 91,51 % determinada 

por HPLC (figura 23A), na presença de L-cisteína, diminuiu para 82,36 %, 

75,45 % e 69,29 % após incubação por 1, 3 e 6 horas com L-cisteína, 

respectivamente (figuras 23B a 23D), com o aumento na concentração de um 

produto com tempo de retenção de 1,8 minutos. A cromatografia planar 

realizada paralelamente utilizando os sistemas Whatman 3MM/acetona e 

Whatman 3MM/NaCl 0,9 % (figura 24A e 24B), não permitiu observar o 

aparecimento das espécies [99mTc]O4
- [99mTc]O2 ou mesmo do um complexo 
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[[99mTc]-cisteína]-, pois este último seria hidrofílico e deveria permanecer na 

origem no sistema Whatman 3MM/acetona e migrar no Whatman 3MM/NaCl 

0,9 %. Os dados sugerem que outra espécie contendo o ligante H2bdtc pode 

ter sido formada, uma vez que o perfil de distruição nos sistemas 

cromatográfico é compatílve com um composto lipofílico. 
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Figura 23. Cromatogramas do complexo [[99mTc]O(bdtc)(Hbdtc)] incubado na 

presença de L-cisteína 1 mM: (A) no tempo zero,  (B) por 1 hora; (C) por 3 

horas; (D) por 6 horas.  
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Figura 24. Estabilidade do complexo [[99mTc]O(bdtc)(Hbdtc)] incubado em 

solução de L-cisteína por 0, 1, 3 e 6 horas determinado por cromatografia 

planar em: (A) em papel Whatman 3MMMM/acetona; (B) papel Whatman 

3MM/NaCl 0,9 %. 

 

 O teste de estabilidade na presença de histidina mostrou que o 

complexo é estável por um período de até 6 horas, mantendo rendimento 

acima de 95 % em todos os tempos de incubação, conforme análise realizada 

no HPLC (figura 25A,B,C). 
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Figura 25. Cromatogramas do complexo [[99mTc]O(bdtc)(Hbdtc)] incubado na 

presença de L-histidina 1 mM: (A) por 1 hora; (B) por 3 horas; (C) por 6 horas. 

 

 Resultados semelhantes foram encontrados na cromatografia planar, 

mostrando a estabilidade do complexo na presença de histidina (figura 26A e 

26B). 
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Figura 26. Estabilidade do complexo [[99mTc]O(bdtc)(Hbdtc)] incubado em 

solução de L-histidina por 0, 1, 3 e 6 horas determinado por cromatografia 

planar em: (A) em papel Whatman 3MMMM/acetona; (B) papel Whatman 

3MM/NaCl 0,9 %. 

 

 Finalmente, simulando o comportamento real, o teste de estabilidade foi 

realizado em plasma humano e em solução de soro albumina humana. Na falta 

de coluna cromatográfica para HPLC, com fase estacionária para análise por 

exclusão de tamanho, ideal para análise envolvendo marcromoléculas, a 

estabilidade do complexo ou ligação às proteínas, foi avaliada por 

cromatografia planar incluindo, além dos sistemas Whatman 3MM/acetona e 

migrar no Whatman 3MM/NaCl 0,9 %, o sistema ITLC-SG impregnado com 



96 
 

albumina 0,2 % e fase móvel EtOH:NH4OH:H2O (2:1:5), o qual permite 

observar a migração de proteínas radiomarcadas74. 

 A análise da estabilidade do complexo [[99mTc]O(bdtc)(Hbdtc)] no 

plasma, avaliada utilizando o sistema cromatográfico Whatman 3MM/acetona, 

mostrou que após 1 hora de incubação ocorreu diminuição da concentração da 

espécie radioquímica no fronte do sistema cromatográfico, passando de 91,7 % 

%, no tempo zero (considerando os 2 últimos seguimentos da tira de papel), 

para 79,8 %, 55,4 % e 22,3 %, respectivamente para os tempos de incubação 

de 1, 3 e 6 horas, com aumento proporcional da concentração na origem do 

sistema (figura 27A), sugestível da formação da espécie [99mTc]O2 ou da 

ligação às proteínas plasmáticas, a qual não deve migrar nesse sistema. No 

sistema Whatman 3MM/NaCl 0,9%, foi observado estabilidade da concentração 

de uma espécie radioquímica, em distância de migração de 5 a 6 cm, ao redor 

de 2 %, mas após 6 horas o valor aumenta para 13,4 % (figura 27B), 

evidenciando a formação da espécie [99mTc]O4
-, ou alguma outra espécie 

hidrofílica.  

Quando foi feita a análise no sistema ITLC-SG impregnado com 

albumina 0,2 %/ EtOH:NH4OH:H2O (2:1:5), o perfil cromatográfico foi muito 

diferente daquele observado nos dois primeiros. Enquanto no tempo 0 

observamos migração de 59,2 % da radioatividade para o segmento de 6 cm, 

nos tempos seguintes a maior concentração da radioatividade ocorreu na 

origem do sistema (figura 27C). Caso ocorresse a transcomplexação do 

[99mTc]tecnécio para o plasma ou ligação do complexo  [[99mTc]O(bdtc)(Hbdtc)] 

a este, deveríamos ter observado migração da radioatividade, uma vez que o 

sistema cromatografico foi desenvolvido para esse fim. Todavia, observando o 
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perfil cromatográfico para o tempo 0 e os outros tempos fica evidente que  

ocorreu alguma modificação na estrutura do composto. 

 

 

Figura 27. Cromatografia planar do complexo [[99mTc]O(bdtc)(Hbdtc)] incubado 

em plasma de sangue  humano, por 0, 1, 3 e 6 horas em: (A) papel Whatman 

3MM/acetona; (B) papel Whatman 3MM/NaCl 0,9 %; (C) ITLC-SG-

Alb/EtOH:NH4OH:H2O (2:1:5), com [99mTc]O4
- como referência. 
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 O mesmo experimento realizado utilizando soro albumina humano 

apresentou resultado muito diferente. Nas cromatografias realizadas em papel 

Whatman 3MM/acetona (figura 28A)  e  papel Whatman 3MM/NaCl 0,9 % 

(figura 28B) não foram observadas alteração no perfil cromatográfico do 

composto comparando o tempo 0 do tempo de incubação por até 6 horas. 

Todavia, quando observado o perfil cromatográfico em                                  

ITLC-SG-Alb/EtOH:NH4OH:H2O (2:1:5) (figura 28C), fica evidente a 

modificação no perfil de eluição, permitindo concluir novamente, que ocorre 

alguma interação do [[99mTc]O(bdtc)(Hbdtc)] com a albumina, mas de forma 

relativamente diferente daquela observada para o plasma  (figura 27C) , pois 

no tempo de 3 e 6 horas, a concentração na origem do sistema é pronunciada.  
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Figura 28. Cromatografia planar do complexo [[99mTc]O(bdtc)(Hbdtc)] incubado 

em solução de albumina humana a 0,2 %, por 0, 1, 3 e 6 horas em: (A) papel 

Whatman 3MM/acetona; (B) papel Whatman 3MM/NaCl 0,9 %; (C) ITLC-SG-

Alb/EtOH:NH4OH:H2O (2:1:5), com [99mTc]O4
- como referência. 
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4.5.2 Estabilidade in vitro do complexo  [[99mTc]-bdtc] na presença de               

L-cisteína, L-histidina,  plasma humano e soro albumina humana 

 

 Como o tempo de retenção do complexo [[99mTc]-bdtc] é idêntico ao do 

[99mTc]O4
- os testes de estabilidade foram analisados exclusivamente por 

cromatografia planar.  

 O complexo [[99mTc]-bdtc] sofreu ataque da molécula de L-cisteína, uma 

vez que a concentração da espécie na origem do sistema cromatográfico 

(papel Whatman 3MM/acetona) aumentou para 3,6 %, 5,7 % e 11,6 %, nos 

tempos de incubação (figura 29A), sugestivo da formação da espécie coloidal 

[99mTc]O2 ou a formação do complexo com L-cisteína. Quando observado o 

sistema Whatman 3MM/NaCl 0,9 %, também é possível notar uma diminuição 

da radioatividade na origem do sistema e migração de um composto radioativo 

para o fronte da mesma; somando a radioatividade nos dois últimos 

seguimentos, observamos um aumento da concentração na faixa de 1,1 %,    

5,3 % e 11 %, respectivamento para os tempos de 1, 3 e 6 horas (figura 29B). 

Os valores são idênticos aos observados no sistema utilizando acetona e assim 

podemos confirmar a formação da espécie [[99mTc](cisteine)2]
-.   
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Figura 29. Cromatografia planar do: (A) complexo [[99mTc]-bdtc] em papel 

Whatman 3MM/acetona nos tempos 0, 1, 3 e 6 horas incubado em solução de 

L-cisteína; (B) complexo [[99mTc]-bdtc],  em papel Whatman 3MM/NaCl 0,9 % 

nos tempos 0, 1, 3 e 6 horas incubado em solução de L-cisteína. 

 

  Com relação à incubação com histidina, o complexo mostrou-se 

aparentemete mais estável que com relação a L-cisteína, quando comparamos 

os dados na origem do sistema papel Whatman 3MM/acetona (figuras 29A e 

30A). Todavia, quando olhamos o seguimento 5 cm na figura 30A e os 

seguimentos 4 a 6 cm na figura 30B, fica evidente que um novo composto está 

sendo formado, mas para este não é possível fazer ligações sobre sua 

estrutura. 
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Figura 30. Cromatografia planar do: (A) Complexo [[99mTc]-bdtc] em papel 

Whatman 3MM/acetona nos tempos 0, 1, 3 e 6 horas incubado em solução de 

L-histidina; (B) complexo [[99mTc]-bdtc]  em papel Whatman 3MM/NaCl 0,9 % 

nos tempos 0, 1, 3 e 6 horas incubado em solução de L-histidina. 

 

 A incubação em plasma humana permitiu observar rápida deterioração 

do complexo já a partir de 1 hora, conforme pode ser observado no sistema 

papel Whatman 3MM/acetona (figura 31A); a radioatividade na origem do 

sistema aumenta de  5,6 % no tempo 0, para 16,7 %, 38 % e 79,2 %, 

respectivamente para os tempos 1, 3 e 6 horas de incubação, compatível com 

a formação de [99mTc]O2 ou integração do composto com a proteínas 

plasmáticas. No sistema papel Whatman 3MM/NaCl 0,9 %,  a radioatividade na 
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origem do sistema diminui de 95 %, nos tempos 0, 1 e 3 h, para 65 %, no 

tempo de 6 h; o produto de degradação apresenta um distribuição quase 

homogêna por toda a fita, não podendo ser caracterizado como [99mTc]O4
-.  

Quando a análise é realizada em ITLC-SG-Alb/EtOH:NH4OH:H2O (2:1:5) 

pudemos observar diferentes estruturas sendo formada no decorrer do tempo. 

Todavia, as estruturas não podem ser caracterizadas. 
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Figura 31. Cromatografia planar do complexo [[99mTc]-bdtc] incubado em 

plasma de sangue humano, por 0, 1, 3 e 6 horas em: (A) papel Whatman 

3MM/acetona; (B) papel Whatman 3MM/NaCl 0,9 %; (C) ITLC-SG-

Alb/EtOH:NH4OH:H2O (2:1:5), com [99mTc]O4
- como referência. 

 

 Na incubação em soro albumina humana o complexo apresentou maior 

estabilidade, uma vez que não foram observadas mudanças drásticas no perfil 

cromatográficos nos sistemas papel Whatman 3MM/acetona (figura 32A) e 
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papel Whatman 3MM/NaCl 0,9 % (figura 32B). Todavia, na análise utiliando o 

sistema de ITLC-SG-Alb/EtOH:NH4OH:H2O (2:1:5) (figura 32C) foi possível 

observar alteração do perfil cromatográfico do produto, com três fases distintas: 

no tempo 1 h, o produto se distribui por toda a fita, no tempo relativo a 3 horas 

ocorre concentração do produto na origem do sistema e no tempo de 6 horas 

parte dele volta a migrar para a região mais frontal do sistema. 

 Na impossibilidade de se ter moléculas com estrutura conhecida, apenas 

podemos inferir sobre a instabilidade da molécula, com formação de diferentes 

produtos.  

 



106 
 

 

Figura 32. Cromatografia planar do complexo [[99mTc]-bdtc] incubado em 

solução de albumina a 0,2 %, por 0, 1, 3 e 6 horas em: (A) papel Whatman 

3MM/acetona; (B) papel Whatman 3MM/NaCl 0,9 %; (C) ITLC-SG-

Alb/EtOH:NH4OH:H2O (2:1:5), com [99mTc]O4
- como referência. 
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4.6 Estabilidade in vitro do complexo [111In-bdtc] na presença de L-cisteína,       

L-histidina,  plasma humano e soro albumina humana 

 

 O teste de estabilidade do complexo [111In-bdtc] na presença de                 

L-cisteína, mostrou completa desestruturação do complexo, já a partir da 

primeria hora de incubação, com toda radioatividade migrando do fronte para a 

origem do sistema papel Whatman 4/CHCl3:MeOH (75:25) (figura 33A); na 

presença de histidina o complexo apresenta um comportamento diferente, com 

um inicial processo de degradação e aumento da reatividade na origem de 1,9 

%, no tempo 0 para 28,8 % no tempo de 1 h, decaindo para 20,1 % e 9,3 %, 

nos tempos de 3 e 6 h.  
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Figura 33. Cromatografia planar do: (A) complexo [111In-bdtc] em papel 

Whatman 4/CHCl3:MeOH (75:25) nos tempos 0, 1, 3 e 6 horas incubado em    

L-cisteína; (B) complexo [111In-bdtc] em papel Whatman 4/CHCl3:MeOH (75:25) 

nos tempos 0, 1, 3 e 6 horas incubado em L-histidina. 111InCl3 foi utilizado como 

referência. 

 

O complexo também teve a estabilidade avaliada na presença de 

plasma humano e soro albumina humana.  

Utilizando o sistema cromatográfico ITLC-SG-Alb/EtOH:NH4OH:H2O 

(2:1:5), foi determinado que tanto o complexo [111In-bdtc] quanto o 111InCl3 

permanecem na origem do sistema, mas já na primeira hora de incubação há 

uma completa migração para o fronte (figura 34A); na presenca da albumina 

também é observada a degração do produto, mas o perfil cromatográfico é 
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diferente daquele observado para o plasma, com o material se distribuindo ao 

longo da tira de ITLC-SG-Alb, e no fronte os valores atingem 46,6 %, 51,3 % e 

55,2 %, após períodos de 1, 3 e 6  horas de incubação (figura 34B). 

 A mudança no perfil cromatográfico do complexo é compatível com a 

marcação das proteínas do plasma e da albumina, uma vez que no sistema 

ITLC-SG-Alb/EtOH:NH4OH:H2O (2:1:5) essas biomoléculas devem migrar para 

o fronte74. 

  

 

Figura 34.  Cromatografia planar do complexo [111In-bdtc] não incubada (t= 0 h) 

e incubado em: (A) plasma humano e (B) solução de soro albumina humana a 

0,2 %, por  1, 3 e 6 horas, e 111InCl3  em ITLC-SG-Alb/EtOH:NH4OH:H2O 

(2:1:5). 
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4.7 Estabilidade in vitro do complexo [67Ga-bdtc] na presença de L-cisteína,    

L-histidina, plasma humano e soro albumina humana 

 

 Na avaliação da estabilidade do complexo  [67Ga-bdtc] na presença de 

L-cisteína foi demonstrado que o complexo também é instável, com  a pureza 

radioquímica de diminuindo de 85,3 %, no tempo 0, para 81,8 % após 1 hora, 

75, 3 % após 3 horas e para 70,4 % no período de 6 horas de incubação, ou 

seja, um aumento de apenas  14,9 % na formação de outras espécies 

radioquímicas após 6 horas (figura 35A). No caso da L-histidina (figura 35B), a 

pureza radioquímica se mantevel estável durante os 3 pontos de análise, com 

valores de 85,3 %, no tempo 0, e 85,3 %, 84,2 % e 85,2 %, nos tempos 

seguintes.  
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Figura 35. Cromatografia planar do: (A) 67GaCl3 e complexo [67Ga-bdtc] em 

papel Whatman 3 MM/AcN:H2O (75:25) nos tempos 0, 1, 3 e 6 horas incubado 

em L-cisteína; (B) 67GaCl3 e complexo [67Ga-bdtc] em papel Whatman               

3 MM/AcN:H2O (75:25) nos tempos 0, 1, 3 e 6 horas incubado em L-histidina. 

 

O complexo também teve a estabilidade avaliada na presença de 

plasma humano e soro albumina humana.  

 Utilizando o sistema cromatográfico ITLC-SG-Alb/EtOH:NH4OH:H2O 

(2:1:5), foi determinado que tanto o 67GaCl3 como o complexo [67Ga-bdtc] 

permanecem na origem do sistema, mas o complexo teve parte do material 

movendo-se nos seguimento iniciais da fita, esse efeito é pronunciado quando 

o complexo é incubado com plasma, onde a radioatividade atinge o fronte 



112 
 

(figura 36A). Na presença da albumina, o produto de degradação apresentou 

uma corrida pelo tira do papel bem definida, com aproximadamente 85 % da 

radioatividade no fronte, a partir de 3 horas de incubação (figura 36B) 

 

 

Figura 36.  Cromatografia planar do complexo [67Ga-bdtc] não incubada (t= 0 h) 

e incubado em: (A) plasma humano e (B) solução de soro albumina humana a 

0,2 %, por  1, 3 e 6 horas, e 67GaCl3  em ITLC-SG-Alb/EtOH:NH4OH:H2O 

(2:1:5). 

 

 Embora gálio e indio apresentem características químicas semelhantes, 

os complexos formados, apresentaram resultados diferentes, sendo o 
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complexo [111In-bdtc] menos estável, na presença de L-cisteína e L-histidina, 

que seu homólogo [67Ga-bdtc].  

 

 

4.8 Ensaios de captação e eliminação celular dos compostos radioativos 

marcados 

 

4.8.1 Ensaios de captação dos radiofármacos 

 

 A fim de avaliar o potencial de utilização do complexo como agente de 

detecção de tumores, ensaios de captação da molécula foram realizados em 

cultura de células de melanoma murino B16F10 e TM1M.   

Para o complexo [[99mTc]-bdtc] a taxa de captação (figura 37A) nas 

células TM1M foram de 1,83 ± 0,39 %, 0,83 ± 0,22 % e 0,65 ± 0,17 %, 

respectivamente para os tempos de 15, 60 e 120 minutos, resultado 

estatisticamente diferente (P<0,05) entre o tempo de 15 min e os outros dois 

tempos. Para as células B16F10 (figura 37B), para os mesmos intervalos de 

tempo, foram obtidos os valores: 1,48 ± 0,36 %, 0,45 ± 0,19 % e 0,5 ± 0,14 %, 

implicando em diferença (P<0,05) entre o valor do tempo de 15 minutos e os 

outros dois tempos de análise. Quando comparamos as diferentes linhagens 

celulares, para o mesmo intervalo de tempo, não encontramos diferença 

estatística entre os resultados de captação. 

Para o composto [[99mTc](bdtc)(Hbdtc)], o percentual de captação nas 

células TM1M foram, nos tempos de 15, 60 e 120 minutos, respectivamente, 

1,03 ± 0,13%, 0,75 ± 0,06% e 0,7  ± 0,08%, mostrando valores muito próximos 
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estatisticamente do composto [[99mTc]-bdtc]. Para células B16F10, seguindo o 

mesmo intervalo de tempo, os resultados foram: 0,85 ± 0,24 %, 0,7 ± 0,22 %, 

0,63 ± 0,05 %. Comparando as linhagens celulares e tempo de incubação, o 

composto [[99mTc]-bdtc] teve captação levemente maior em TM1M e B16F10 

nos primeiros 15 minutos quando comparado ao composto 

[[99mTc](bdtc)(Hbdtc)]. 

A mudança do metal no complexo não alterou a captação do composto 

em relação ao observado para os radiofármacos de [99mTc]tecnécio. 

Houve inversão nos resultados de maior captação a qual foi observada 

nos primeiros 15 minutos nas linhagens TM1M e B16F10 em comparação com 

os dois metais. A captação em TM1M no composto [111In-bdtc] foi de 2,73 ±  

0,72 %  1,88 ±  0,75 % e 1,03 ± 0,13 % e em B16F10 foi de 1,50 ± 0,08 %, 1,08 

± 0,13 % e 0,78 ± 0,22 % nos tempos 15, 60 e 120 minutos, respectivamente. 

Para o complexo [67Ga-bdtc], os resultados foram 1,7 ± 0,29 % 1,6 ± 0,24 % 1,3 

± 0,18 % em TM1M e 0,8 ± 0,05 %, 0,9 ± 0,22 %, 1,1 ± 0,52 % em B16F10 nos 

tempos 15, 60 e 120 minutos respectivamente. 

Nos primeiros 15 minutos de captação os valores encontrados no 

composto [[99mTc]-bdtc], assemelham-se com os de [67Ga-bdtc] em células 

TM1M e com [111In-bdtc] em B16F10. 

O composto [[67Ga]-bdtc] foi o único que manteve constância de 

captação acima de 1 % nos 3 tempos de incubação. 

Como não se conhece o mecanismo específico de captação, o teste de 

captação celular foi baseado em análise do equilíbrio entre o material na célula 

e o material existente no meio de cultura, permitindo assim que as células 

captassem o radiofármaco e após substituição do meio de cultura por outro 
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isento de radiofármaco, fosse possível observar através da contagem 

radioativa dos componentes, o quanto desse radiofármaco foi incorporado às 

células.  

 

Figura 37. Taxa de captação dos radiofármacos [[99mTc](bdtc)(Hbdtc)], [[99mTc]-

bdtc], [111In-bdtc]  e [67Ga-bdtc], em função do tempo, em células: (A) TM1M e 

(B) B16F10 (n=4). 
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4.8.2 Ensaios de eliminação dos radiofármacos 

 

Nos experimentos avaliando a captação dos radiofármacos em células 

tumorais, in vitro, foi observado que os compostos apresentaram uma captação 

inicial (15 min) elevada e depois diminuíram continuamente nos tempos 

seguintes ou se mantiveram estáveis (figura 37). Para entender um pouco mais 

o fenômeno, as células foram incubadas na presença dos radiofármacos e 

depois de 120 min, o meio de cultura foi substituído, para eliminar os 

radiofármaco em solução que pudesse estar estabelecendo um equilíbrio 

dentro/fora das células.   

Os resultados (figura 38) mostraram que na ausência dos radiofármacos 

no meio de cultura ocorreu uma intensa eliminação do complexo [[99mTc]-bdtc], 

no tempo de 15 min, restando apenas 32,8 ± 17,9% da captação inicial nas 

células TM1M, e esses valores foram baixando para 27,7 ± 16,2% e            

20,2 ± 1,9%, respectivamente nos tempos de 60 e 120 minutos. O mesmo 

comportamento foi observado para as células B16F10, com valores 

correspondentes a: 18,4 ± 10,6%, 15,2 ± 9,9% e 9,2 ± 5,0%, respectivamente 

para os tempos de 15, 60 e 120 min.  

 Para o composto [[99mTc](bdtc)(Hbdtc)], apenas 45% da captação inicial 

permaneceu nas células TM1M, após 15 de incubação, e esses valores foram 

baixando para 25 ± 2,4% e 19 ± 2,7%, respectivamente nos tempos de 60 e 

120 minutos. O mesmo comportamento foi observado para as células B16F10, 

com valores correspondentes a: 42%, 25 ± 6% e 20 ± 4,2%, respectivamente 

para os tempos de 15, 60 e 120 min.  
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Deste modo, comporando os dois complexos de [99mTc], fica claro a 

maior residência da espécie [[99mTc](bdtc)(Hbdtc)] nas células tumorais, mas é 

importante lembrar que esse fração de permanência está associada a uma 

captação inicial de 0,6 % do complexo [[99mTc]-bdtc] e 0,7 % do complexo 

[[99mTc](bdtc)(Hbdtc)].  

Os complexos [111In-bdtc] e [67Ga-bdtc] mostraram semelhança no 

comportamento no que tange a concentração nos intervalos de tempo e nas 

linhagens celulares.  

O composto [111In-bdtc] manteve 63 % em TM1M e 57 % em B16F10 

nos primeiros 15 minutos após 120 minutos de captação, e esses valores foram 

diminuindo para 44,1 ± 3,3 %  30,6 ± 3,1 % em TM1M e 39 ± 4 % e 22 ± 4 % 

em B16F10 após 60 e 120 minutos respectivamente. Perfil parecido foi 

observado em [67Ga-bdtc], cujos valores mostraram que 68 % do composto se 

manteve em TM1M e 63 % em B16F10 nos primeiros 15 minutos de eliminação 

seguidos de 120 minutos de captação, diminuindo para 44 ± 3 % e 29 ± 4 % 

em TM1M e 39 ± 3 % e 24 ± 3 % nos tempos de 60 e 120 minutos 

respectivamente.  

Os ensaios de eliminação com os quatro compostos analisados 

mostraram diferenças entre metais, sendo que os compostos complexados 

com (67Ga)gálio e (111In)índio reteram maior quantidade de material nas 

linhagens celulares de melanoma murino que os compostos complexados com 

[99mTc]tecnécio, os quais tiveram mais de 50 % do radiofármaco eliminado nos 

primeiros 15 minutos. 

 



118 
 

 

 

Figura 38. Taxa de eliminação dos radiofármacos [[99mTc](bdtc)(Hbdtc)], 

[[99mTc]-bdtc], [111In-bdtc]  e [67Ga-bdtc], após incubação inicial de 120 min, em 

função do tempo, em células: (A) TM1M e (B) B16F10. 

. 
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4.9 Biodistribuição ex vivo 

 

 

4.9.1 Ensaios de biodistribuição ex vivo dos complexos de tecnécio em animal 

sadio 

 

 Antes de avaliar os complexos de [99mTc]tecnécio em animais com 

implante de células tumorais, foram realizados estudos de biodistribuição em 

animais sadios. O complexo [[99mTc]O(bdtc)(Hbdtc)] , mostrou intensa captação 

hepática (figura 39), em torno de 90 % nos primeiros 15 e 60 minutos, caindo 

para 60 % após 2 horas (tabela 9). Também foi observado captação no baço, 

que em porcentagem da dose por órgão, manteve índice de aproximadamente 

7 % nos três tempos do estudo. 

 Não foram observadas captações na glândula tireóide e estômago, 

órgãos captantes de [99mTc]O4
-, e que pudessem indicar alguma degração e 

reoxidação do [99mTc]tecnécio descomplexado e reduzido. 
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Figura 39. Biodistribuição ex vivo do [[99mTc]O(bdtc)(Hbdtc)], em animais sadios 

(n=2-3), expressa em % da dose injetada/órgão (% DI). 

 

Tabela 9. Biodistribuição ex vivo do [[99mTc]O(bdtc)(Hbdtc)] em animais sadios 

(n=2-3), expressa em % de dose injetada/órgão (% DI).  

 

Órgãos 15 min 60 min 120 min 

Sangue 1,28 ± 1,31 0,28 ± 0,03 0,25 ± 0,05 

Cérebro 0,03  0,01 ± 0,01 0 

Tireóide 0,01 ± 0,01 0,01 ± 0 0,01 ± 0,01 

Coração 0,03 0,02 ± 0,01 0,01 

Pulmões 0,83 ± 0,29 0,88 ± 0,23 0,42 ± 0,07 

Rins 0,46 ± 0,08 0,13 ± 0,05 0,13 ± 0,02 

Estômago 0,14 ± 0,07 0,37 ± 0,12 0,29 ± 0,06 

Baço 6,56 ± 0,76 7,64 ± 0,66 6,56 ± 1,58 

Fígado 89,47 ± 1,1 88,06 ± 1,7 59,22 ± 5,11 

Intestino grosso 0,06 ± 0,02 0,11 ± 0,02 0,3 ± 0,04 

Intestino delgado 0,11 ± 0,02 0,61 ± 0,16 0,94 ± 0,12 

Bexiga 0,02 ± 0,01 0,12 ± 0,03 0,05 ± 0,06 

Osso 1,49 ± 1,3 1,66 ± 1,28 0,9 ± 0,78 

Músculo 1,12 ± 1,42 0,5 ± 0,21 0,33 ± 0,17 

 

Quando a porcentagem de dose captada pelos órgãos foi corrigida para 

a massa em gramas, observamos que o principal órgão de captação é o baço, 
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com valores próximos a 80 %, enquanto a captção no fígado foi de 

aproximadamente 35 %, e os pulmões o equivalente a 3 %.  

O composto [[99mTc]-bdtc] apresentou perfil semelhante ao composto 

[[99mTc]O(bdtc)(Hbdtc)], com a diferença de se manter constante na captação 

hepática nos três tempos analisados, ao redor de 80 %, enquanto a captação 

no baço foi de aproximadamente 10 % (tabela 10). 

É sabido que fígado e baço são órgãos de depuração sanguínea e 

poderia estar havendo a quebra do complexo radioativo e o metal sendo 

sequestrado com mimético do ferro ou ainda, e prinpalmente no baço, o 

complexo estar sendo armazenado como uma reserva de ferro, mimetizando a 

bilirrubina. 
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Figura 40. Biodistribuição ex vivo do [[99mTc]O(bdtc)(Hbdtc)], em animais sadios 

(n=2-3), expressa % da dose injetada/g de órgão (% DI/g)  (n=3-4). 

 

Tabela 10. Biodistribuição ex vivo do [[99mTc]O(bdtc)(Hbdtc)] em 

animais sadios (n=2-3), expressa em % de dose injetada/g órgão (% 

DI/g)  (n=3-4). 

Órgãos 15 min 60 min 120 min 

Sangue 0,39 ± 0,41 0,08 0,08 ± 0,03 

Cérebro 0,03 ± 0,01 0,01 ± 0,01 0,01 

Tireóide 0,25 ± 0,16 0,52 ± 0,19 0,17 ± 0,15 

Coração 0,18 ± 0,01 0,08 ± 0,01 0,07 ± 0,03 

Pulmões 3,23 ± 1,02 3,33 ± 0,8 1,75 ± 0,18 

Rins 0,82 ± 0,17 0,22 ± 0,07 0,24 ± 0,03 

Estômago 0,29 ± 0,04 0,46 ± 0,10 0,38 ± 0,12 

Baço 56,22 ± 3,75 58,28 ± 3,04 68,09 ± 8,87 

Fígado 37,99 ± 4,12 35,94 ± 3,7 28,21 ± 8,65 

Intestino grosso 0,04 ± 0,02 0,08 ± 0,02 0,21 ± 0,06 

Intestino delgado 0,05 ± 0,01 0,27 ± 0,05 0,42 ± 0,11 

Bexiga 0,03 ± 0,01 0,28 ± 0,04 0,18 ± 0,16 

Osso 0,33 ± 0,29 0,34 ± 0,27 0,12 ± 0,1 

Músculo 0,06 ± 0,08 0,03 ± 0,01 0,01 ± 0,01 
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Figura 41. Biodistribuição ex vivo do [[99mTc]-bdtc], em animais sadios (n=2-3), 

expresso em % da dose injetada/órgão (% DI)  (n=3-4). 

 

Tabela 4.  Biodistribuição ex vivo do [[99mTc]-bdtc] em animais sadios 

(n=2-3),  expressa em % de dose injetada/órgão (% DI)  (n=3-4). 

Órgãos 15 min 60 min 120 min 

Sangue 0,25 ± 0,03 0,66 ± 0,89 0,30 ± 0,1 

Cérebro 0,04 ± 0,05 0 0 

Tireóide 0,01 ± 0 0 0,01 ± 0 

Coração 0,02 ± 0,01 0,02  0,03 ± 0,04 

Pulmões 0,26 ± 0,14 0,25 ± 0,13 0,15 ± 0,11 

Rins 0,12 ± 0,02 0,13 ± 0,03 0,14 ± 0,05 

Estômago 0,07 ± 0,02 0,21 ± 0,07 0,39 ± 0,11 

Baço 9,22 ± 2,15 9,90 ± 4,24 7,19 ± 2,42 

Fígado 85,41 ± 6,81 75,22 ± 16,64 72,38 ± 21,51 

Intestino grosso 0,02 ± 0,01 0,07 ± 0,02 0,19 ± 0,09 

Intestino delgado 0,17 ± 0,07 0,57 ± 0,15 1,12 ± 0,22 

Bexiga 0,05 ± 0,06 0,47 ± 0,30 0,56 ± 0,23 

Osso 2,19 ± 1,58 3,20 ± 2,89 5,25 ± 6,58 

Músculo 0,18 ± 0,23 0,18 ± 0,13 0,22 ± 0,17 
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Figura 42. Biodistribuição ex vivo do [[99mTc]-bdtc], em animais sadios (n=2-3), 

expresso em % de dose injetada/ g órgão (% DI/g)  (n=3-4). 

 

Tabela 5. Biodistribuição ex vivo do [[99mTc]-bdtc], em animais  

sadios (n=2-3), expressa em % de dose injetada/grama de órgão 

(% DI/g)  (n=3-4). 

Órgãos 15 min 60 min 120 min 

Sangue 0,07 ± 0,01 0,14 ± 0,13 0,1 ± 0,05 

Cérebro 0,05 ± 0,06 0,01 ± 0,01 0 

Tireóide 0,21 ± 0,12 0,17 ± 0,16 0,4 ± 0,12 

Coração 0,10 ± 0,07 0,08 ± 0,03 0,27 ± 0,39 

Pulmões 0,94 ± 0,53 0,92 ± 0,98 0,5 ± 0,23 

Rins 0,18 ± 0,03 0,19 ± 0,09 0,24 ± 0,06 

Estômago 0,1 ± 0,03 0,22 ± 0,07 0,62 ± 0,31 

Baço 64,27 ± 3,73 67,87 ± 9,85 63,01 ± 10,99 

Fígado 32,87 ± 3,02 27,77 ± 7,37 31,02 ± 10,9 

Intestino grosso 0,01 ± 0,01 0,05 ± 0,04 0,15 ± 0,1 

Intestino delgado 0,08 ± 0,04 0,24 ± 0,07 0,61 ± 0,09 

Bexiga 0,25 ± 0,16 1,05 ± 0,62 1,12 ± 0,61 

Osso 0,71 ± 0,33 0,7 ± 0,19 1,16 ± 0,82 

Músculo 0,01 ± 0,01 0,01  0,02 ± 0,01 
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4.9.2 Ensaios de biodistribuição ex vivo dos radiofármacos em animais com 

tumores de células B16F10 e TM1M 

 

 Os resultados dos testes de captação do radiofármacos in vitro 

demonstraram que, embora baixa, os complexos se concentraram na células 

tumorais e nos ensaios de biodistribuição in vivo, em  camundongos sadios, foi 

possível constatar a intensa captação das moléculas em fígado e baço. 

 Se por um lado, esses resultados separadamente não são animadores, 

a associação dos mesmos pode ser interessante, pois a intensa captação 

hepática concomitante com baixa captação nos outros órgãos, tecidos e 

fluídos, poderia permitir a detecção de tumores (fora da região do fígado) 

mesmo em baixas taxas de captação. 

Nos novos experimentos de biodistribuição, ambas as linhagens 

tumorias (B16F10 e TM1M) foram inoculadas em lados opostos dorso dos 

camundongos para avaliação pareada.  

Quando considerado a % DI, a captação hepática se manteve em torno 

de 80 % com o composto [[99mTc]O(bdtc)(Hbdtc)] (tabela 13) e ao redor de 60 

% para o [[99mTc]-bdtc]  (tabela 15) nos três tempos analisados, com excessão 

de uma baixa captação no baço, para o composto [[99mTc]-bdtc] todos os outros 

dados de biodistribuição são comparáveis àqueles obtidos nos animais sadios.  

Quando os resultados são corrigidos para o peso dos órgãos (% DI/g), o 

que se observada é uma intensa captação dos compostos no baço, o 

equivalente a aproximadamente 60 % para o complexo [[99mTc]O(bdtc)(Hbdtc)] 

(tabela 14)  e de  50 % para o complexo [[99mTc]-bdtc]  (tabela 16). 
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Do ponto de vista específico dos tumores, a linhagem B16F10 

apresentou captação de 0,88 % ± 0,38 %, 0,33 % ± 0,21 % e 0,52 % ± 0,17 %, 

para os tempos de 15, 60 e 120 minutos, respectivamente, resultados de 2 a 4 

vezes maior que aquela observada para a linhagem TM1M, 0,21 % ± 0,16 %, 

0,21 % ± 0,11 % e 0,25 % ± 0,12 %, para os mesmos tempos, na comparação 

por % dose injetada/órgão (tabela 12). Quando é aplicada a correção % dose 

injetada/g órgão (tabela 13), a razão diminui para 1 a 2 vezes.  

Para o complexo [[99mTc]-bdtc] não se observa diferença significativa na 

captação entre as duas linhagens tumorais, tanto na relação % dose 

injetada/órgão (tabela 15) quanto por grama de órgão (tabela 16). A taxa é 

muito baixa, a tal ponto que não se pode garantir a captação do radiofármaco 

ou se apenas representa a perfusão sanguínea intensa existente nos tumores. 

 Esses resultados corroboram todos os experimentos de estabilidade e 

ensaios in vitro, mostrando a diferença nas estruturas dos complexos.   
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Figura 43. Biodistribuição ex vivo do [[99mTc]O(bdtc)(Hbdtc)] em animais com 

tumores B16F10 e TM1M (n=2-3), no tempos de 15, 60 e 120 minutos expressa 

em % da dose injetada por órgão (% DI) 

 

Tabela 13. Biodistribuição ex vivo do [[99mTc]O(bdtc)(Hbdtc)] em 

animais com tumores B16F10 e TM1M (n=2-3), no tempos de 15, 60 

e 120 minutos expressa em % da dose injetada por  órgão (% DI). 

Órgãos 15 min 60 min 120 min 

Sangue 1,91 ± 0,73 0,96 ± 0,40 0,65 ± 0,10 

Cérebro 0,02 ± 0,01 0,01 0,01 ± 0,01 

Tireóide 0,01 0,02 0,02 

Coração 0,06 ± 0,01 0,05 ± 0,02 0,01 ± 0,01 

Pulmões 0,19 ± 0,02 0,29 ± 0,15 0,12 ± 0,04 

Rins 0,52 ± 0,08 1,10 ± 1,09 1,48 ± 1,45 

Estômago 0,62 ± 0,75 2,19 ± 2,01 1,34 ± 0,37 

Baço 9,42 ± 2,02 8,37 ± 2 9,47 ± 2,02 

Fígado 81,95 ± 3,07 69,66 ± 14,27 78,98 ± 3,31 

Intestino grosso 0,11 ± 0,03 0,19 ± 0,06 0,47 ± 0,23 

Intestino delgado 0,33 ± 0,07 0,69 ± 0,09 1,35 ± 0,22 

Bexiga 0,49 ± 0,39 1,20 ± 1,11 0,55 ± 0,10 

Osso 15,52 ± 22,92 2,42 ± 2,13 17,05 ± 27,96 

Músculo 1,17 ± 0,12 1,91 ± 2,54 0,76 ± 0,7 

B16F10 0,88 ± 0,38 0,33 ± 0,21 0,52 ± 0,17 

TM1M 0,21 ± 0,16 0,21 ± 0,11 0,25 ± 0,12 
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Figura 44. Biodistribuição ex vivo do [[99mTc]O(bdtc)(Hbdtc)] em animais com 

tumores B16F10 e TM1M (n=2-3), no tempos de 15, 60 e 120 minutos expressa 

em % da dose injetada por grama de órgão (% DI/g). 

 

Tabela 14. Biodistribuição ex vivo do [[99mTc]O(bdtc)(Hbdtc)] em 

animais   com tumores B16F10 e TM1M (n=2-3), no tempos de 15, 

60 e 120 minutos expressa em % da dose injetada por grama de 

órgão (% DI/g). 

Órgãos 15 min 60 min 120 min 

Sangue 0,41 ± 0,15 0,30 ± 0,11 0,17 ± 0,04 

Cérebro 0,02 ± 0,01 0,01 0,02 ± 0,01 

Tireóide 0,51 ± 0,15 1,08 ± 0,46 0,45 ± 0,24 

Coração 0,21 ± 0,05 0,2 ± 0,09 0,06 ± 0,04 

Pulmões 0,54 ± 0,19 0,82 ± 0,52 0,48 ± 0,24 

Rins 0,6 ± 0,04 1,3 ± 1,04 2,15 ± 0,25 

Estômago 0,7 ± 0,73 1,42 ± 0,94 1,42 ± 0,01 

Baço 62,83 ± 3,09 60,11 ± 6,74 55,46 ± 2,9 

Fígado 26,34 ± 4,53 29,07 ± 4,95 31,91 ± 2,73 

Intestino grosso 0,07 0,1 ± 0,03 0,24 ± 0,02 

Intestino delgado 0,14 ± 0,04 0,32 ± 0,08 0,74 ± 0,1 

Bexiga 3,83 ± 3,49 3,34 ± 2,31 2,9 ± 0,2 

Osso 2,58 ± 3,9 0,71 ± 0,36 3,26 ± 0,16 

Músculo 0,05 ± 0,01 0,12 ± 0,15 0,04 ± 0,01 

B16F10 0,71 ± 0,73 0,31 ± 0,09 0,25 ± 0,05 

TM1M 0,32 ± 0,19 0,22 ± 0,05 0,20 ± 0,06 
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Figura 45.  Biodistribuição ex vivo do [[99mTc]-bdtc] em animais com tumores 

B16F10 e TM1M (n=2-3), no tempos de 15, 60 e 120 minutos expressa em % 

da dose injetada por órgão (% DI). 

 

Tabela 15.  Biodistribuição ex vivo do [[99mTc]-bdtc] em animais 

com tumores B16F10 e TM1M (n=2-3), no tempos de 15, 60 e 120 

minutos expressa em % da dose injetada por órgão (% DI). 

Órgãos 15 min 60 min 120 min 

Sangue 0,20 ± 0,04 0,23 ± 0,04 0,7 ± 0,09 

Cérebro 0 0 0 

Tireóide 0 0 0,01 

Coração 0,02 0,01 0,02 

Pulmões 0,19 ± 0,11 0,1 ± 0,11 0,18 ± 0,1 

Rins 0,21 ± 0,01 0,16 ± 0,01 0,21 ± 0,06 

Estômago 0,04 ± 0,02 0,65 ± 0,02 0,95 ± 0,17 

Baço 0,87 ± 0,16 4,85 ± 0,16 4,91 ± 1 

Fígado 60,07 ± 15,2 51,91 ± 15,2 59,1 ± 2,44 

Intestino grosso 0,02 0,03 0,04 ± 0,05 

Intestino delgado 0,04 ± 0,02 0,63 ± 0,02 1,93 ± 0,13 

Bexiga 0,01 0,08 0,01 ± 0,02 

Osso 1,03 ± 1,01 2,48 ± 1,01 0,81 ± 0,25 

Músculo 0,68 ± 0,21 0,45 ± 0,21 0,86 ± 0,51 

B16F10 0,03 ± 0,02 0,07 ± 0,02 0,17 

TM1M 0,02 ± 0,01 0,02 ± 0,01 0,02 ± 0,02 
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Figura 46. Biodistribuição ex vivo do [[99mTc]-bdtc] em animais com tumores 

B16F10 e TM1M (n=2-3), no tempos de 15, 60 e 120 minutos expressa em % 

da dose injetada por grama de órgão (% DI/g). 

 

Tabela 16. Biodistribuição ex vivo do [[99mTc]-bdtc] em animais) 

com tumores B16F10 e TM1M (n=2-3), no tempos de 15, 60 e 120 

minutos expressa em % da dose injetada por grama de órgão 

(% DI/g). 

Órgãos 15 min 60 min 120 min 

Sangue 
0,18 ± 0,07 0,08 ± 0,01 0,32 ± 0,02 

Cérebro 
0,02 0 0,01 

Tireóide 
0,44 ± 0,19 0,11 ± 0,02 0,22 ± 0,01 

Coração 
0,27 ± 0,16 0,08 ± 0,01 0,19 ± 0,02 

Pulmões 
1,98 ± 0,27 0,59 ± 0,03 1,03 ± 0,36 

Rins 
1 ± 0,58 0,29 ± 0,15 0,5 ± 0,04 

Estômago 
0,3 ± 0,26 1,17 ± 0,72 4,01 ± 1,46 

Baço 
19,24 ± 10,85 49,56 ± 26,36 53,63 ± 7,11 

Fígado 
69,64 ± 22,37 26,16 ± 1,41 37,59 ± 6,21 

Intestino grosso 
0,04 ± 0,03 0,03 0,05 ± 0,07 

Intestino delgado 
0,06 ± 0,01 0,42 ± 0,02 1,73 ± 0,11 

Bexiga 
0,26 ± 0,04 0,28 ± 0,21 0,2 ± 0,28 

Osso 
0,51 ± 0,3 0,63 ± 0,62 0,25 ± 0,03 

Músculo 
0,11 ± 0,03 0,03 ± 0,01 0,07 ± 0,03 

B16F10 
0,07 0,04 ± 0,01 0,08 

TM1M 
0,08 ± 0,02 0,03 0,08 ± 0,01 
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Nos experimentos de biodistribuição ex vivo e in vivo foi utilizado 68Ga. 

Diferentemente do que foi observado para os complexos de [99mTc], 

onde basicamente foram observadas captação hepática e esplênica, os 

complexos de [68Ga-bdtc] e [111In-bdtc], apresentaram  comportamento mais 

heterogêneo, a começar pela concentração plasmática. Nos complexos de 

[99mTc] a concentração dos complexos no sangue foram menores que 1 % já 

nos primeiros 15 minutos, no complexo [111In-bdtc] o valor diminui de 15,53 ± 

1,08 %, aos 15 minutos até 9,39 ± 3,83 % aos 120 minutos (tabela 18) e para o 

complexo [67Ga-bdtc] a concentração inicia em 22,34 ± 2,85 %, aos 15 minutos, 

e decai a 12,54 ± 7,24 %, aos 120 minutos (tabela 20), sempre considerando a 

% DI/g.  Figado e baço acumulam menos complexos quando comparado ao 

[99mTc] e os rins passam a apresentar transito ou acúmulo, por exemplo, para o 

complexo de 111In a concentração aos 15 minutos é de 24,47 ± 2,95 % caindo 

para 16,49 ± 6,05 % aos 120 minutos, enquanto que para o 68Ga o valor passa 

de 7,63 ± 1,07 % para 14,6 ± 3,77 %, para o mesmo intervalo de tempo. 

Com relação aos tumores, as taxas de captação são maiores que 

aquelas observadas para os complexos de [99mTc], mas aqui há de se 

considerar que a quantidade de sangue circulante com os complexos de 111In e 

68Ga é relativamente grande e o que se pode estar medindo é o sangue contido 

nos tumores. 

Na tabela 21 é possível comparar a relação tumor/sangue (% DI/g) dos 

dois complexos e nos diferentes tempos. Observa-se um lento aumento na 

razão entre as contagens, mas os valores permanecem muito baixo, quando 

comparado com outros radiofármacos usualmente utilizados para detecção de 
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tumores, como o 18FDG (4,12 ± 0,62 %), (11C)metionina (1,26 ± 0,26 %) e 

[99mTc]-MIBI (4,49 ±1,31 %) entre outros76. 
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Figura 47. Biodistribuição ex vivo do [111In-bdtc] em animais com tumores 

B16F10 e TM1M (n=2-3), no tempos de 15, 60 e 120 minutos expressa em % 

da dose injetada por órgão (% DI). 

 

Tabela 6. Biodistribuição ex vivo do [111In-bdtc] em animais com 

tumores B16F10 e TM1M (n=2-3), no tempos de 15, 60 e 120 

minutos expressa em % da dose injetada por órgão (% DI). 

Órgãos 15 min 60 min 120 min 

Sangue 25,74 ± 0,81 21,13 ± 3,63 17,91 ± 5 

Cérebro 0,1 ± 0,09 0,09  0,09 ± 0,03 

Tireóide 0,07 ± 0,02 0,05 ± 0,02 0,06 ± 0,03 

Coração 0,35  0,33 ± 0,09 0,36 ± 0,11 

Pulmões 1,12 ± 0,08 1,06 ± 0,47 1,04 ± 0,26 

Rins 7,92 ± 1,35 4,97 ± 0,56 6,20 ± 1,33 

Estômago 0,37 ± 0,05 0,68 ± 0,3 1,23 ± 1,22 

Baço 2,67 ± 0,26 2,13 ± 0,22 1,6 ± 0,61 

Fígado 57,81 ± 6,73 62,79 ± 1,33 60,43 ± 4,48 

Intestino grosso 0,6 ± 0,03 0,64 ± 0,1 1,02 ± 0,2 

Intestino delgado 1,97 ± 0,46 3,92 ± 0,73 3,41 ± 0,73 

Bexiga 3,01 ± 3,83 0,98 ± 0,68 1,07 ± 0,64 

Osso 11,9 ± 0,69 9,59 ± 0,44 14,11 ± 3,15 

Músculo 8,94 ± 1,62 6,68 ± 0,18 7,54 ± 2,07 

B16F10 0,68 ± 0,52 0,90 ± 0,46 0,58 ± 0,35 

TM1M 0,48 ± 0,04 1,11 ± 0,65 1,89 ± 1,18 
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Figura 48. Biodistribuição ex vivo do [111In-bdtc] em animais com tumores 

B16F10 e TM1M (n=2-3), no tempos de 15, 60 e 120 minutos expressa em % 

da dose injetada por grama de órgão (% DI/g). 

 

Tabela 20. Biodistribuição ex vivo do [111In-bdtc] em animais com 

tumores B16F10 e TM1M (n=2-3), no tempos de 15, 60 e 120 minutos 

expressa em % da dose injetada por grama de órgão (% DI/g). 

Órgãos 15 min 60 min 120 min 

Sangue 15,53 ± 1,08 11,57 ± 1,75 9,39 ± 3,83 

Cérebro 0,28 ± 0,07 0,23 ± 0,01 0,22 ± 0,11 

Tireóide 4,11 ± 0,27 2,12 ± 0,38 3,01 ± 1,11 

Coração 3,74 ± 0,13 3,22 ± 0,66 3,2 ± 1,25 

Pulmões 7,44 ± 0,2 5,74 ± 0,09 4,99 ± 1,52 

Rins 24,47 ± 2,95 14,48 ± 0,96 16,49 ± 6,05 

Estômago 1,18 ± 0,08 2,02 ± 0,67 2,68 ± 2,17 

Baço 40,64 ± 3,12 32,23 ± 8,06 22,97 ± 10,42 

Fígado 45,76 ± 2,85 50,43 ± 0,57 41,49 ± 10,45 

Intestino grosso 0,72 ± 0,13 0,87 ± 0,08 1,39 ± 0,74 

Intestino delgado 1,78 ± 0,39 3,38 ± 0,59 2,41 ± 0,62 

Bexiga 17,84 ± 20,25 8,95 ± 2,73 2,87 ± 0,54 

Osso 5,03 ± 0,48 4,05 ± 0,04 5,12 ± 1,78 

Músculo 0,99 ± 0,14 0,75 ± 0,01 0,73 ± 0,29 

B16F10 2,85 ± 0,06 4,12 ± 0,28 4,35 ± 1,22 

TM1M 2,99 ± 0,33 3,43 ± 0,33 4 ±1,26 
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Figura 49. Biodistribuição ex vivo do [68Ga-bdtc] em animais com tumores 

B16F10 e TM1M (n=2-3, *=1), no tempos de 15, 60 e 120 minutos expressa em 

% da dose injetada por órgão (% DI). 

 

Tabela 7. Biodistribuição ex vivo do [68Ga-bdtc] em animais  

com tumores B16F10 e TM1M (n=2-3, *=1), no tempos de 15, 60 

e 120 minutos expressa em % da dose injetada por órgão (% 

DI). 

Órgãos 15 min 60 min* 120 min 

Sangue 
30,88 ± 11,73 22,81 22,51 ± 2,53 

Cérebro 
0,14 ± 0,05 0,11 0,16 ± 0,03 

Tireóide 
0,05  0,04 0,1 ± 0,01 

Coração 
0,83 ± 0,23 0,49 0,55 ± 0,1 

Pulmões 
2,49 ± 0,97 1,21 1,25 ± 0,15 

Rins 
1,83 ± 0,56 2,66 3,93 ± 1,46 

Estômago 
0,24 ± 0,02 0,46 3,05 ± 0,03 

Baço 
4,19 ± 2,03 4,21 1,52 ± 0,96 

Fígado 
50,69 ± 16,87 63,91 51,42 ± 20,72 

Intestino grosso 
0,25 ± 0,05 0,47 0,72 ± 0,16 

Intestino delgado 
1,15 ± 0,4 2,38 4,06 ± 0,6 

Bexiga 
0,09 ± 0,04 0,07 0,83 ± 0,78 

Osso 
5,56 ± 1,04 7,74 6,89 ± 3,75 

Músculo 
8,81 ± 6,48 4,45 10,27 ± 3,64 

B16F10 
0,87 ± 0,11 3,56 2,22 ± 0,17 

TM1M 
1,2 ± 0,82 2,04 7,77 ± 6,68 
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Figura 50. Biodistribuição ex vivo do [68Ga-bdtc] em animais com tumores 

B16F10 e TM1M (n=2-3, *=1), no tempos de 15, 60 e 120 minutos expressa em 

% da dose injetada por grama de órgão (% DI/g). 

 

Tabela 8. Biodistribuição ex vivo do [68Ga-bdtc] em animais  com 

tumores B16F10 e TM1M (n=2-3, *=1), no tempos de 15, 60 e 120 

minutos expressa em % da dose injetada por grama de órgão (% 

DI/g). 

Órgãos 15 min 60 min* 120 min 

Sangue 22,34 ± 2,85 13,86 12,54 ± 7,24 

Cérebro 0,43 ± 0,04 0,29 0,43 ± 0,4 

Tireóide 3,21 ± 1,15 2,21 13,68 ± 16,64 

Coração 9,08 ± 0,34 5,3 7,2 ± 5,69 

Pulmões 22,10 ± 2,58 10,97 10,1 ± 1,29 

Rins 7,63 ± 1,07 9,86 14,6 ± 3,77 

Estômago 0,87 ± 0,05 1,67 10,27 ± 13,71 

Baço 32,17 ± 19,03 52,97 11,54 ± 5,32 

Fígado 52,36 ± 6,2 53,06 38,79 ± 11,51 

Intestino grosso 0,60 ± 0,07 0,84 1,23 ± 0,80 

Intestino delgado 1,44 ± 0,25 2,43 4,52 ± 3,74 

Bexiga 2,15 ± 1,58 1,71 7,15 ± 1,77 

Osso 2,51 ± 0,97 3,29 2,41 ± 1,99 

Músculo 1,08 ± 0,97 0,5 1,05 ± 0,6 

B16F10 0,92 ± 0,02 2,74 2,93 ± 0,89 

TM1M 1,09 ± 1,07 2,09 2,96 ± 0,90 
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Tabela 9. Relação tumor/sangue (% ID/g) dos complexos [111In-bdtc] e [68Ga-

bdtc] para as linhagens de melanoma murino B16F10 e TM1M 

 15 min 60 min 120 min 

 [111In-bdtc] 

B16F10 0,18 ± 0,02 0,34 ± 0,02 0,49 ± 0,13 

TM1M 0,19 ± 0,01 0,25 ± 0,06 0,44 ± 0,06 

 [68Ga-bdtc] 

B16F10 0,04 ± 0,01 0,2 0,26 ± 0,08 

TM1M 0,05 ± 0,04 0,15 0,26 ± 0,08 

 

 

 

5.1 Biodistribuição in vivo 

 

 

5.1.1 Ensaios de biodistribuição in vivo [[99mTc]O(bdtc)(Hbdtc)] e 

[[99mTc]O(bdtc)] em animal sadio 

 

 As imagens de SPECT/CT de animais sadios demonstraram aquilo que 

se havia observado no estudo de biodistribuição ex vivo, que é uma 

concentração elevada na região do fígado e baço, com quase nenhuma 

captação em outras regiões do corpo (figuras 51 e  52), conforme dados 

obtidos nos experimentos ex vivo. 
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Figura 51. Imagens tomográficas SPECT/CT após: (A); (B) 1 hora e (C); (D) 2 

horas da injeção do composto [[99mTc]O(bdtc)(Hbdtc)] 

 

 

 

 

 

 

Figura 52.  Imagem SPECT/CT após 1 hora 

da injeção do composto [[99mTc]-bdtc] 
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5.1.2 Ensaios de biodistribuição in vivo [[99mTc]O(bdtc)(Hbdtc)] em animal com 

tumor 

 

 Na imagem obtida com o animal inoculado com duas linhagens tumorais 

obtivemos um resultado interessante.  As imagens da figura 53 mostram 

claramente alguns pontos de captação sobre o tumor TM1M, localizado no 

dorso superior esquerdo [E] do animal, enquanto não se observa captação no 

lado direito [D], onde foram inoculadas células B16F10. Também é possível 

observar alguma captação na região toráxica e da coluna superior do animal.  

 

 

 

Figura 53. Imagem planar de camundongo C57/Bl6 com implante de células 

TM1M lado esquerdo e B16F10 lado direito: (A) por tomografia 

computadorizada (CT); (B) por SPECT 2 horas após administração do 

[[99mTc]O(bdtc)(Hbdtc)]; (C) fusão de imagens CT e SPECT. 
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5.1.3 Ensaios de biodistribuição in vivo [68Ga-bdtc] em animal com tumor. 

 

 Os ensaios de captação in vivo do [68Ga-bdtc], mostraram através das 

imagens realizadas em PET/CT, intensa captação hepática e na bexiga; 

captação difusa no tumor de células B16F10 [D] e captação nula no tumor de 

células TM1M [E] (figura 54), corroborando o dado da biodistribuição ex vivo, 

associando a captação tumoral à alta taxa do radiofármaco no sangue. 

 

 

Figura 54. (A) (CT) do animal com tumor TM1M lado esquerdo e B16F10 lado 

direito. (B) PET do animal com tumor TM1M lado esquerdo e B16F10 lado 

direito. (C) PET/CT do animal com tumor TM1M lado esquerdo e B16F10 lado 

direito 

 

 As imagens com o complexo [[99mTc]-bdtc] e [111In-bdtc] não 

apresentaram qualidade suficiente para serem apresentadas. 
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6 CONCLUSÕES  

 

 Na preparação dos complexos de [99mTc]tecnécio pudemos observar a 

complexidade das reações que envolvem o metal, o qual possui múltiplos 

estados de oxidação e número de coordenação, com um ligante multidentado 

contendo oxigênio, nitrogênio e enxofre, o efeito que pH, temperatura e volume 

de agente tamponante levara na formação de diferentes compostos. Todavia 

foi possível obter dois produtos, o [[99mTc]O(bdtc)(Hbdtc)] e o [[99mTc]-bdtc], 

com alta pureza radioquímica.  

Os dois complexos de [99mTc]tecnécio mostaram-se estáveis na 

presença de L-cisteína e L-histidina, mas reagiram na presença de proteínas 

plasmáticas e albumina, mas esse processo precisa ser melhor avaliado. 

 A preparação dos complexos [67Ga-bdtc] e [111In-bdtc] foi mais simples, 

gerando apenas um produto para cada um dos metais. Ensaios de estabilidade 

mostraram que o composto [111In-bdtc] não é estável na presença de L-cisteína 

nos tempos de incubação analisados, perfil diferente observado na presença 

de L-histidina, em que o composto não sofre desestruturação expressiva. 

Quando o composto é incubado em plasma humano, é possível verificar a 

ligação do complexo com as proteínas plasmáticas e soro albumina humana. O 

complexo [67Ga-bdtc] mostra-se mais estável tanto na presença de L-cisteína e 

L-histidina, mas reage também com plasma humano e albumina humana, de 

modo semelhante ao observado para o complexo [111In-bdtc].  

 A captação dos complexos de [99mTc]tecnécio foi baixa em cultura de 

células TM1M e B16F10, e os resultados sugerem que pode haver um 

processo de saturação de receptores ou metabolização dos compostos, uma 
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vez que, no decorrer do tempo, ao invés de haver uma aumento na captação, 

observamos a diminuição dos compostos ligados às células. 

 Os estudos de biodistribuição dos complexos de [99mTc]tecnécio em 

animais, apresentaram como resultado uma alta e persistente captação no 

fígado e baço, acima de 90 %.  

A captação nos tumores foi extremamente baixa, menor que 1 % para os 

complexos de [99mTc] e em torno de 2 % para os complexos de 68Ga e 111In, 

mas quando se estabelece a relação tumor/sangue o valor fica entre 0,2 e 0,4 

%, não indicado para estudos de imagem. 
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7 PRÓXIMAS ETAPAS 

 As próximas etapas para este projeto serão: 

1- Avaliar o efeito fisiológico que leva a alta concentração no fígado e baço, dos 

complexos preparados. 

2- Preparar novos complexos a partir de derivados de tiossemicarbazonas mais 

hidrofílicos e avaliar a biodistribuição e aplicações na detecção de tumores e 

diferenciação entre processos inflamatórios/infecciosos. 
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