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Resumo 

 

Martins EB. Avaliação da influência da losartana na normalização vascular de tumor 

de mama murinho 4T1, utilizando os radiotraçadores [99mTc]Tc-HL91 e [18F]FAZA em 

estudo pré-clínico [dissertação]. São Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de 

São Paulo; 2020. 

 

A hipóxia tumoral é um fator de resistência bem estabelecido para radioterapia e 

quimioterapia sistêmica. É um fator prognóstico importante, preditivo de recidiva, 

metástase e sobrevida reduzida. Vários estudos relatam evidências de normalização 

vascular decorrentes de agentes vasoativos empregados como terapia 

antiangiogênica direta ou indireta, tendo como um dos principais desfechos a redução 

transiente de regiões de hipóxia. A avaliação do efeito dos compostos vasoativos 

sobre o efeito de oxigenação dos tecidos, que somente era possível por técnicas 

invasivas, passou a ser realizada por método não invasivo e longitudinal, utilizando 

métodos de imagem como a tomografia por emissão de fóton único (SPECT) ou a 

tomografia por emissão de pósitron (PET), com o uso de radiofármacos sensíveis às 

condições de hipóxia/normóxia. Neste trabalho preparamos dois radiofármacos para 

serem utilizados como marcadores da presença de hipóxia em tecidos tumorais, o 

[99mTc]Tc-HL91, foi obtido através de reconstituição de conjunto de reativo liofilizado 

(kit) produzido na instituição, contendo o ligante 4,9-diaza-3,3,10,10-

tetrametildodecano-2,11-diona-dioxima (HL91), e o [18F]FAZA foi obtido através da 

reação do íon [18F]fluoreto com o precursor 1-(2,3-diacetil-5-tosil-α-D-

Arabinofuranosil)-2-nitroimidazol, seguido de hidrólise. O processo de normalização 

vascular foi avaliado em um grupo de camundongos Balb/c com implante ortotópico 

de células de tumor de mama da linhagem murina 4T1, tratados com doses diárias de 

losartana potássica (40 mg/Kg), administrada por gavagem, por período de até 12 

dias, e um grupo de animais tratado com solução hidroalcoólica a 5 % (veículo) nas 

mesmas condições, para ser utilizado como controle. Após 9 e 12 dias do início do 

tratamento, foram realizadas imagens por SPECT/CT, utilizando o [99mTc]Tc-HL91, ou 

por PET/CT, utilizando o [18F]FAZA, em equipamento Trifoil Triumph Trimodality® 

dedicado à imagem de pequenos animais. Após reconstrução, as imagens foram 

processadas utilizando os programas de computador 3D Slicer e AMIDE. Alguns 

animais foram eutanasiados após a realização das imagens, para determinação da 



 

concentração da radioatividade nos diferentes órgãos e realização de imagem 

autorradiográfica do tumor, bem como para a realização de ensaios histoquímico, com 

eosina/hematoxilina, e imuno-histoquímico, com anti-pimonidazol e anti-CD31. Os 

dados numéricos foram tratados estatisticamente utilizando testes como o 

Kolmogorov-Smirnov, Levenne, T de Student e ANOVA.  O radiofármaco [99mTc]Tc-

HL91 foi obtido com eficiência de marcação e pureza radioquímica superior a 95 %; o 

[18F]FAZA apresentando eficiência de marcação de 27 % (não corrigido para o 

decaimento) e pureza radioquímica maior que 94 %. A captação tumoral média do 

[99mTc]Tc-HL91 normalizada pelo músculo (relação T/M) dos animais tratados com 

losartana, não demonstrando significância estatística (p= 0,233) avaliada pelo teste T 

de Student; por outro lado, a captação do [18F]FAZA foi menor nos animais tratados 

com losartana (p= 0,022). A associação da análise de dados obtidos da 

autorradiografia, histoquímica e imuno-histoquímica, permitiu demonstrar a 

correspondência entre as regiões de hipóxia determinada pelos radiofármacos e a 

determinada por imuno-histoquímica com anti-pimonidazol, bem como demonstrar 

que a alta concentração dos radiofármacos não estava relacionada às regiões de 

vasos sanguíneos, determinada por anti-CD31. Assim, podemos concluir que a 

preparação e utilização de dois diferentes radiofármacos foram importantes para os 

estudos, com observação de diferença no volume tumoral, quando avaliada por 

diferentes métodos de imagem, mas dada a heterogeneidade do processo de 

normalização e limitações quanto aos protocolos de manejo dos animais e das 

técnicas de imagem, não foi possível alcançar um dos objetivos do trabalho, qual seja, 

a determinar a janela temporal entre o tratamento e a normalização vascular dos 

tumores.   

 

Descritores: Hipóxia tumoral; Normalização vascular; Imagem molecular; Tomografia 

por emissão de pósitron; Tomografia por emissão de fóton único; Compostos 

radiofarmacêuticos; Autorradiografia; Imuno-histoquímica   

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

 

Martins EB. Evaluation of the influence of losartan in the vasculature normalization of 

4T1 murine mammary tumors, using [99mTc]Tc-HL91 and [18F] radiotracers in a pre-

clinical study [dissertation]. São Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de São 

Paulo”; 2020. 

 

Tumor hypoxia is a well-established resistance factor for radiotherapy and also as a 

resistance factor to systemic chemotherapy. It is an important prognostic factor as a 

predictor of recurrence, metastasis and reduced survival. Several studies report 

evidence of vascular remodeling resulting from vasoactive agents used as direct or 

indirect antiangiogenic therapy, with one of the main outcomes being a transient 

reduction of hypoxia regions. The evaluation of the effect of vasoactive compounds on 

the oxygenation effect of tissues, which was only possible by invasive techniques, 

started to be performed by a non-invasive and longitudinal method, using imaging 

processes such as single photon emission tomography (SPECT) or positron emission 

tomography (PET), with the use of radiopharmaceuticals sensitive to hypoxia / 

normoxia conditions. In this work, we prepared two radiopharmaceuticals to be used 

as markers of the presence of hypoxia in tumor tissues; the [99mTc]Tc-HL91, was 

obtained through reconstitution of a set of lyophilized reactive (kit) produced at the 

institution, containing the ligand 4,9-diaza-3,3,10,10-tetramethyldodecane-2,11-dione-

dioxima (HL91), and [18F]FAZA was obtained by reacting the [18F]fluoride ion with the 

precursor 1-(2,3-diacetyl-5-tosyl-α-D-Arabinofuranosyl)-2-nitroimidazole, followed by 

hydrolysis. The vascular remodeling process was evaluated in a group of Balb/c mice 

implanted with breast tumor cells of the murine lineage 4T1, treated with daily doses 

of losartan potassium (40 mg / kg), administered by gavage, for a period of up to 12 

days, and a group of animals treated with 5% hydroalcoholic solution (vehicle) under 

the same conditions, to be used as a control. Nine and 12 days after the beginning of 

the treatment, images were taken by SPECT/CT, using [99mTc]Tc-HL91, or by PET/CT, 

using [18F]FAZA, in Triumph Trimodality® equipment dedicated to the image of small 

animals. After reconstruction, the images were processed using the 3D Slicer and 

AMIDE computer programs. Some animals were euthanized after the images, and 

organs were taken to determine the concentration of radioactivity of them, and to 

perform the autoradiographic image of the tumor, as well as to perform histochemical 



 

tests, with eozine/hematoxylin, and immunohistochemistry, with anti-pimonidazole and 

anti-CD31. The numerical data were treated statistically using tests such as 

Kolmogorov-Smirnov, Levenne, Student's T and ANOVA. The radiopharmaceutical 

[99mTc]Tc-HL91 was obtained with labeling efficiency and radiochemical purity greater 

than 95%; and [18F]FAZA was obtained in 27% radiolabeling yield (uncorrected for 

decay) and radiochemical purity greater than 95%. The mean tumor uptake for 

[99mTc]Tc-HL91, normalized by the muscle (T/M ratio) of the animals treated or not with 

losartan, showing no statistical significance (p = 0.233), assessed by the Student T 

test; on the other hand, uptake of [18F]FAZA was lower in animals treated with losartan 

(p = 0.022). The association of the analysis of data obtained from autoradiography, 

histochemistry and immunohistochemistry, allowed to demonstrate the concomitance 

between the regions of hypoxia determined by radiopharmaceuticals and that 

determined by immunohistochemistry with anti-pimonidazole, as well as demonstrating 

that the high concentration of radiopharmaceuticals was not related to blood vessel 

regions, determined by anti-CD31. Thus, we can conclude that the preparation and 

use of two different radiopharmaceuticals were important for the studies, with 

observation of difference in tumor volume, when evaluated by different imaging 

methods, but given the heterogeneity of the remodeling process and limitations 

regarding management protocols of animals and imaging techniques, it was not 

possible to achieve one of the objectives of the study, namely, to determine the time 

window between treatment and vascular remodeling of tumors. 

 

Descriptors: Tumor hypoxia; Vascular remodeling; Molecular imaging; Positron 

emission tomography; Single photon emission computer tomography; 

Radiopharmaceuticals; Autoradiography; Immunohistochemistry  

 

 

  



 

Lista de abreviaturas 

 

Ang-I, II,  Angiotensina-I, II 

AT1,2   Receptor de angiotensina-II tipo-1,2 

bFGF,  Fator básico de crescimento de fibroblastos 

cGMP  GMP cíclico - Monofosfato cíclico de guanosina 

CAF  Fibroblastos câncer associados  

CAM   Macrófagos câncer associados  

CE   Células endoteliais 

COX-2  Ciclo-oxigenase-2 

CTGF  Fator de crescimento do tecido conjuntivo 

ECA,   Enzima conversora de angiotensina 

EG-VEGF  Fator de crescimento endotelial vascular derivado de glândula endócrina 

FBP   Filtered back projection - retroprojeção filtrada 

FOLFOX4 5-fluorouracil, ácido folinico e oxaliplatina 

FOV   Field of View – Campo de visão 

GM-CSF  Fator Estimulador de Colônias de Granulócitos e Macrófagos 

HGF   Fator de crescimento de hepatócitos 

IECA   Inibidores de ECA   

IFN   Interferon 

IGF-1   Fator de crescimento semelhante à insulina tipo 1 

IL   Interleucina 

IMRT  Radioterapia de intensidade modulada 

IP   Proteína induzível por interferon 

MCP-1  Proteína quimiotática-1 de monócitos 

MEC   Matriz extracelular 

MMP   Metaloproteinase de matriz 

NOS   Óxido nítrico sintase 

NRP-1  Neuropilina-1 

PAI-1   Inibidor de ativador do plasminogênio-1 

PDGF-BB Fator de crescimento derivado de plaquetas-BB 

PECAM  Molécula de adesão de CE plaquetárias 

PEX   Fragmento hemopexina da MMP-2 

PGE2  Prostaglandina E2 



 

PLGF   Fator de crescimento placentário 

SPARC  Proteína secretada ácida e rica em cisteína 

SRA   Sistema Renina-Angiotensina  

TGF   Fator transformador de crescimento  

TIMP   Inibidor tecidual de metaloproteinase 

TSP   Trombospondina 

VEGF  Fator de crescimento endotelial vascular 

VEGFR  Receptor do fator de crescimento endotelial vascular 

VEGI   Inibidor do crescimento endotelial vascular.  

TNF-α  Fator de necrose tumoral-α 
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1. Introdução  

 

O microambiente tumoral é um sistema complexo, sustentado pela 

interação entre diferentes populações de células tumorais, geneticamente 

transformadas, e uma variedade de células normais cooptadas em sua função, 

que contribuem na formação de estruturas, como a matriz extracelular (MEC) e 

os vasos sanguíneos, ou na liberação de enzimas, proteínas e inúmeras 

citocinas que vão mediar a proliferação das células mutadas.  A estrutura 

vascular é um fator crítico que influencia diferentes aspectos da fisiopatologia de 

tumores sólidos, impacta na progressão tumoral, evasão do sistema imune, 

migração e disseminação celular e responsividade às terapias.1 

O primeiro papel do sistema vascular é prover as células do aporte 

adequado de nutrientes e oxigênio, os quais são entregues às células tumorais 

por difusão a partir dos vasos e, à medida que são consumidos, estabelece-se 

um gradiente de concentração, em geral, inversamente proporcional à distância.2 

Em 1995, Gray et al.3 estabelecem um perímetro de difusão efetiva de O2, a partir 

de 150 µm de distância do vaso é possível observar o surgimento de regiões de 

hipóxia. Como resposta adaptativa, as células sofrem um desvio metabólico, 

passando a atuar por um mecanismo glicolítico que gera menos energia e produz 

mais lactato, o que torna o ambiente ácido. Além disso, o processo de 

proliferação tumoral atinge um estado crítico onde a demanda de oxigênio e 

nutrientes supera a oferta e o tumor passa a desenvolver sua própria rede de 

vasos apoiada nos vasos normais pela indução de angiogênese, que apesar de 

imprescindível, para o crescimento e metástase, é caracteristicamente 

disfuncional, comprometida pelo ambiente altamente desmoplásico e por sua 

própria estrutura intrinsecamente corrompida.4 

A compreensão da significância da neo-vasculatura tumoral ao afetar o 

desenvolvimento dos tumores, a torna um interessante alvo para novas 

estratégias terapêuticas que, ao afetá-la direta ou indiretamente, contribuam 

para modificações positivas do microambiente tumoral em favor de melhores 

desfechos clínicos. 
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1.1 Angiogênese normal e patológica 

 

Durante o desenvolvimento embrionário, a vasculatura nascente é formada 

pelo processo de vasculogênese (formação de vasos de novo a partir de 

angioblastos ou células-tronco), bem como por angiogênese (crescimento 

intussusceptivo, por brotamento ou ponte a partir de vasos já existentes). Em 

tecidos sadios, a ação de fatores pró-angiogênicos está em equilíbrio com a de 

fatores antiangiogênicos e estabilizadores vasculares (Tabela 1).5 Na 

angiogênese patológica o desequilíbrio persistente destes fatores e a gama de 

moléculas pró-angiogênicas expressas, que aumenta com a progressão 

maligna, levam ao desenvolvimento dos vasos tipicamente aberrantes.6   

Tabela 1 –  Fatores ativadores e inibidores de angiogênese. *  
 

Pró-angiogênicos Função Antiangiogênicos Função 

Membros da família 
VEGF 

Estimular angiogênese e 
vasculogênese, permeabilidade, 
adesão de leucócitos 

VEGFR1; VEGFR1 
solúvel; neuropilina-1 
solúvel (NRP-1) 

Antagonizar VEGF, VEGF-B, 
PlGF 

VEGFR, NRP-1, 
NRP-2 

Integre sinais angiogênicos e de 
sobrevivência 

Ang 2b, c Antagonista de Ang 1 

EG-VEGF 
Estimular o crescimento de células 
endoteliais derivadas de glândulas 
endócrinas 

TSP-1 e 2 
Inibir a migração endotelial, 
crescimento, adesão e 
sobrevivência 

Ang 1 e Tie-2 Estabilizar embarcações 
Angiostatina e kringles 
de plasminogênio 
relacionados 

Inibir a migração endotelial e a 
sobrevivência 

PDGF-BB e 
receptores 

Recrutar células musculares lisas 
Endostatina (fragmento 
de colágeno XVIII) 

Inibir a sobrevivência e 
migração endoteliais 

TGF-β1, endoglina, 
receptores de TGF-β 

Estimular a produção de matriz 
extracelular 

Tumstatina (fragmento 
de colágeno IV) 

Inibir a síntese proteica 
endotelial 

FGF, HGF, MCP-1 Estimular angio/arteriogênese 
Vasostatina; 
calreticulina 

Inibir o crescimento endotelial 

Integrinas αvβ3, 
αvβ5, α5β1 

Receptores para macromoléculas e 
proteinases da matriz 

Fator plaquetário 4 
Inibir a ligação de bFGF e 
VEGF 

VE-Caderina; 
PECAM-1 (CD31) 

Moléculas juncionais endoteliais 

Inibidores teciduais de 
MMP (TIMPs); 
Inibidores de MMP; 
PEX 

Suprimir a angiogênese 
patológica 

Efrinas 
Regular a especificação arterial e 
venosa 

Met-1; Meth-2 
Inibidores que contêm domínios 
MMP, TSP e desintegrina 

Ativadores de 
plasminogênio, 
MMPs 

Remodelar matriz, liberar fator de 
crescimento 

IFN-α, IFN-β, IFN-γ; IP-
10, IL-4, IL-12, IL-18 

Inibir a migração endotelial; 
regula-se bFGF 

PAI-1 Estabilizar vasos nascentes 

Domínio kringle da 
protrombina-2; 
fragmento de 
antitrombina III 

Suprimir o crescimento 
endotelial 

NOS; COX-2 
Estimular angiogênese e 
vasodilatação 

16 kD-prolactina Inibir bFGF / VEGF 

AC133 
Regular a diferenciação de 
angioblastos 

VEGI Modular o crescimento celular 

Quimiocinas Pleiotropismo na angiogênese Fragmento de SPARC 
Inibir a ligação endotelial e a 
atividade do VEGF 

Id1 / Id3 Inibir diferenciação 

Fragmentos de 
osteopontina, maspina, 
canstatina, proteína 
relacionada à 
proliferina, restina 

Inibidores de protease de 
mecanismo desconhecido 

*Adaptada de Jain et al., 2020. 7 
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A neoangiogênese é presumidamente facilitada pela hipóxia, que, através 

dos HIF (Hypoxia Induced factors - Fatores de transcrição induzidos por hipóxia), 

regula a expressão de genes envolvidos na formação, remodelamento e 

maturação de vasos.8 A sinalização de VEGF é um aspecto importante deste 

processo por seu papel iniciador da formação de vasos e pela promoção ou 

interferência em eventos envolvidos na maturação da rede vascular.9 A 

efetividade da barreira do endotélio vascular é regulada pela abertura e 

fechamento coordenados das junções aderentes através de complexas 

interações entre componentes de adesão celular (PECAM-1, VE-caderinas ou 

integrinas), rearranjos de citoesqueleto e forças de contração e adesão.10 As 

células endoteliais (CE), fortemente conectadas por estas junções, nos tumores 

se apresentam frouxas, devido à intensa sinalização VEGF/Flk-1. Seu 

revestimento pericítico é falho e irregular e as células perivasculares (PVC) se 

desagregam devido à supressão de PDGF-β mediada por VEGF,11 o que torna 

os vasos anormalmente permeáveis. Mesmo livres, PVCs são ativadas e liberam 

ainda mais VEGF e fator de crescimento básico de fibroblastos (bFGF), 

deslocando ainda mais o equilíbrio na direção de fatores pró-angiogênicos.12 

O afrouxamento entre as células do endotélio, permite que migrem para o 

lúmen ou região perivascular e iniciem brotamentos que proliferam em resposta 

a VEGF e outros mitógenos endoteliais.13 A membrana basal e matriz 

extracelular pré-existentes se dissolvem em resposta à ativação de 

metaloproteinases de matriz (MMPs) e supressão de seus inibidores teciduais 

(TIMP), ambos atribuídos às células do estroma, em especial a fibroblastos 

câncer-associados (CAF), abrindo caminho para o brotamento em formação. O 

material resultante desta dissolução passa a servir como matriz provisória que 

promove sustentação além de armazenar fatores de crescimento e pró-enzimas, 

envolvidos na angiogênese. Com a maturação da MEC, a complexidade de sua 

composição aumenta progressivamente, pela deposição de fluidos e proteínas 

extravasados a partir dos vasos, e pela ação de fibroblastos câncer associados 

que a torna caracteristicamente desmoplásica. Ali passam a se propagar forças 

físicas de compressão e contração que, agravadas pela crescente celularidade 

tumoral, conduzem ao fenômeno de estresse sólido, que uma vez projetado 

sobre os vasos linfáticos e sanguíneos acaba justamente por retroalimentar o 
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processo e intensificar a hipóxia tumoral.8 O comprometimento da função 

vascular poderia representar uma desvantagem se não se mostrasse tão 

estratégico na medida em que colabora com a evasão do sistema imune e 

alimenta o ciclo vicioso que exerce uma pressão seletiva desfavorável para a 

permanência de células normais ou células tumorais menos transformadas, 

conferindo assim uma vantagem adaptativa à células de perfil mais agressivo 

que se estabelecem e disseminam metastaticamente.14 

 

 

1.2 Terapia antiangiogênica e janela de normalização da função vascular 

 

A terapia antiangiogênica surgiu da hipótese de que a inibição da 

formação de novos vasos causaria intensa regressão vascular, inanição e morte 

tumoral.15 Ensaios pré-clínicos com anticorpos anti-VEGF suportaram a 

hipótese,16, 17 mas a monoterapia com bevacizumab gerou respostas modestas 

e sem incremento à sobrevida global em ensaios de fase III.18 A monoterapia 

com o anticorpo em câncer colorretal metastático apresentou uma taxa de 

resposta modesta, de apenas 3,3 %, enquanto no tratamento quimioterápico 

com FOLFOX4, a resposta foi positiva em 8,6 % dos pacientes. Por outro lado, 

a associação dos tratamentos levou a uma taxa de resposta de 22,7 %; 

demonstrando um efeito sinérgico entre o anticorpo e o quimioterápico,19 o que 

foi confirmado posteriormente em outros trabalhos.20,21-24 O observado se 

contrapunha ao postulado inicial, uma vez que a eficácia da quimioterapia 

dependeria de uma rede de vasos eficiente para entrega do fármaco.12    

Assim, no início dos anos 2000 foi apresentada a hipótese da "normalização 

vascular", sugerindo que: mais do que obliterar vasos, o uso criterioso da terapia 

antiangiogênica seria capaz de recuperar a estrutura anormal e função da 

vasculatura do tumor normalizando o microambiente tumoral. 1, 25 Neste estudo 

Jain et al.25 sugerem que a estrutura vascular funcional é regulada por um 

delicado equilíbrio entre fatores pró e anti-angiogênicos, que está deslocado na 

vasculatura tumoral disfuncional, e, que de algum modo é recuperado durante a 

intervenção com antiangiogênicos.   
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Os efeitos observados eram transientes o que motivou o termo “janela de 

normalização”, que corresponde ao intervalo de tempo durante o qual os vasos 

demonstram um fenótipo mais próximo do normal. Neste período é observado 

uma melhor perfusão e consequente entrega de nutrientes, oxigênio e 

substâncias, constituindo uma “janela de oportunidade” na qual o tumor se torna 

mais vulnerável à radio e quimioterapia. Entretanto, após esse período estas 

características se perdem e se verifica algo mais próximo do objetivo inicial, onde 

são acentuados os efeitos antiangiogênicos, havendo atipia da estrutura 

vascular, comprometimento a entrega de substâncias e agravo da hipóxia 

tecidual.26   

 

 

 

Figura 1. Dinâmica da normalização vascular relatada por Jain et al., 2005. 1 COLUNAS: I) Vasculatura 

normal, com vasos maduros, mantida pelo equilíbrio entre fatores pró e anti-angiogênicos. II) Vasculatura tumoral, 
anormal, com vasos imaturos e disfuncionais; III) Terapias antiangiogênicas suprimem vasos imaturos 
normalizando a vasculatura tumoral, agora mais eficiente para a entrega de terapias e nutrientes. IV) supressão 
aguda da vasculatura tumoral reduzindo-a ao ponto de minguar o tumor, o objetivo final da terapia antiangiogênica, 
no, entanto pode haver aumento da resistência a tratamentos, por não entregar substâncias ou oxigênio. LINHAS: 
(a) Representação do fluxo sanguíneo e perfusão tecidual nas quatro condições. (b) Microscopia de fluorescência 
por absorção de dois fótons mostrando a normalização vascular induzida pelo bloqueio do VEGFR2. À esquerda, 
vasos sanguíneos normais do músculo esquelético; imagens subsequentes mostram vasculatura do carcinoma 
do cólon humano em camundongos no dia 0, dia 3 e dia 5 após a administração do anticorpo anti-VEGR2 (c) 
Diagrama que descreve as alterações concomitantes no pericito (vermelho) e na membrana basal (azul) (d) 
Oscilações no equilíbrio de fatores pró e antiangiogênicos nos diferentes estados. 
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1.3  Mecanística das estratégias de normalização 

 

A correspondência entre a janela de normalização e a melhora na 

resposta à terapia foi demonstrada em diferentes trabalhos científicos, como 

observado na tabela extraída da revisão da literatura elaborada por Goel et al.12  

Foram selecionados aqui os principais tratamentos com efeito evidente sobre a 

reoxigenação tumoral, apresentados na Tabela 2 com o intuito de enfatizar a 

enorme variabilidade apresentada pelas diferentes estratégias, nos diferentes 

modelos tumorais trabalhados, o que faz da determinação adequada desta 

relação tempo/efeito uma questão fundamental.  

 

Tabela 2 –  Estratégias de terapia antiangiogênica e seu efeito sobre a pO2.  

 ANTI-ANGIOGÊNICO MODELO TUMORAL 

PERÍODO DE 

REOXIGENAÇÃO 

Anticorpos 

Bevacizumab Melanoma, Mama, carcinoma de ovário 2–4 Dias 

Bevacizumab GBM Mais de 5 Dias 

DC101 GBM 2–8 Dias 

Inibidores de tirosinacinase 

Sunitinib Carcinoma de células escamosas O
2
 aferido no 4º dia 

Semaxanib Melanoma O
2
 aferido no 3º dia 

PI-103 (inibidor PI3K) Fibrosarcoma, Carcinoma de células escamosas O
2
 aferido no 10º dia 

Gefitinib (inibidor EGFR) Fibrosarcoma, Carcinoma de células escamosas O
2
 aferido no 10º dia 

Erlotinib (inibidor EGFR) Carcinoma de células escamosas, NSCLC 
O

2
 aferido no 5º dia de 

terapia 

Terapia Endócrina 

Castração (depleção androgênica)  Carcinoma de Shionogi O
2
 aferido no 21º de terapia 

Terapia Metronômica 

Gemcitabina (Baixa-dosagem) Carcinoma Pancreático 
O

2
 aferido no 28º dia de 

terapia 

Outras terapias 

FTI (inibidor H-Ras) 
CA Próstata, CA de bexiga, glioma, fibrosarcoma, 

CA de células escamosas 
O

2 
elevado ≤7–10 dia 

Nelfinavir (inibidor AKT) Fibrosarcoma, CA de células escamosas O
2
 aferido 10º dia de terapia 

TNP-470 CA Mama 
O

2
 aferido no 9º dia de 

terapia 

Suramina GBM 
O

2
 aferido de 5-6 semanas 

após início da terapia 

Talidomida CA fígado, Fibrosarcoma 
O

2
 elevado do 2-4º dia após 

início da terapia 

Fonte: Adaptada de Goel et al.,2011. 12 
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A normalização foi testada por meio de múltiplos mecanismos, diretos ou 

indiretos. A estratégia mais explorada, consiste no uso de agentes anti-VEGF, 

como A4.6.1 (precursor do bevacizumab)27-29, bevacizumab30-33, anti-VEGFA 

murino34, 35, aflibercept (proteína capaz de sequestrar todas as isoformas de 

VEGF)36.  Como visto na Figura 1 (Cap 1.2), o bloqueio de VEGF induz a 

normalização por supressão dos vasos imaturos e recrutamento ativo de 

pericitos fortalecendo os vasos restantes. Ocorre a maturação do vaso medial 

remanescente, mas a supressão das ramificações disformes, o que mais tarde 

acaba por tornar a área vascular insuficiente para suprir o tumor, elevando a 

hipóxia e fechando então a janela de normalização. Adicionalmente, o bloqueio 

de VEGF tem sido extensamente relacionado ao aumento da deposição de MEC 

e aumento da hipóxia.2,7,9,37,10, 38 

O metabolismo celular foi outro alvo abordado. A fosfofrutocinase PFKFB3 

regula a glicólise nas células endoteliais. Seu bloqueio as torna quiescentes e, 

portanto, não responsivas à sinalização pró-angiogênica gerada pelo 

microambiente tumoral.  Entretanto, há o risco de uma inibição extensiva da 

glicólise resultando em toxicidade sistêmica. O uso de baixas doses da piridina 

3PO permitiu o bloqueio da angiogênese patológica sem supressão dos vasos 

ou redução da área vascular, mas por ativação do pericito e potencialização da 

estabilidade do endotélio evitando a internalização de VE-caderinas, aumento da 

área do lúmen e consequente da perfusão.4, 39 A manipulação do metabolismo 

glicolítico através da regulação positiva da via mTOR de macrófagos M2, torna-

os competitivos pela glicose, a escassez de nutrientes forçou um desvio 

metabólico das CE, resultando em vasos fortalecidos e mais bem organizados.40  

R-Ras é uma enzima GTPase altamente expressa em células do músculo 

liso vascular e CE da vasculatura normal adulta. A ativação ou superexpressão 

de  R-Ras no endotélio vascular tumoral foi capaz de promover normalização por 

maturação dos vasos sem letalidade das CE como outras abordagens.41 A 

ativação de mediadores lipídicos como o receptor LPA4 por administração de 

ácido lisofosfatídico promoveu uma reestruturação intensa dos vasos que se 

tornaram mais longos, calibrosos e alinhados em paralelo. O efeito foi associado 

a estabilização de VE-caderinas endoteliais e potencialização das junções 

aderentes.42 A superexpressão gênica ou a ativação farmacológica do 
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mecanorreceptor TRPV4 restaurou a sensibilidade normal em CE tumorais, 

normalizando a vasculatura e aumentando a distribuição de terapias em um 

modelo pré-clínico de carcinoma.43 A eribulina modula a expressão de moléculas 

de interações CE-pericito. Semelhante à ativação de Tie-2 por meio da inibição 

de VE-PTP, o resultado é uma densidade mais alta de vasos de pequeno calibre 

fortalecidos, maturados.44 Nas últimas décadas houve um interesse crescente 

sobre os efeitos do exercício físico sobre o microambiente tumoral. De fato, 

exercício aeróbio induz à normalização vascular, sem supressão dos vasos, mas 

por uma maturação vascular importante. Uma das hipóteses possíveis é a 

ativação de TSP-1 e calcineurina mediada pelo estresse.45-47 

Estas estratégias têm se mostrado bem sucedidas, exceto em regiões 

onde o stress sólido seja um fator limitante.7 Nestas situações a atuação sobre 

a ação dos fibroblastos ou densidade da matriz extracelular pode ser mais eficaz 

na reperfusão por redução da desmoplasia e descompressão. O bloqueio da via 

Sonic hedgehog (Shh) foi relacionado à redução da frequência de CAF e redução 

da desmoplasia, entretanto sem significância clínica.48, 49 A inibição de TGF-β 

também demonstrou reprogramação de CAF. Alterações na composição da 

matriz foram testadas pela degradação de colágeno tipo I por relaxina, ou 

inibição da LOX2 e da hialurona pela enzima hialuronidase, potencializando a 

ação da quimioterapia em estudos pré-clínicos.50, 51  Os estudos referem também 

em seus resultados a reoxigenação do tumor,27, 31, 32 re-sensibilização à 

radioterapia,32, 34 melhora na entrega de nanopartículas e vetores virais.52    

 

1.4  Angiotensina na modificação da vasculatura tumoral 

 

O sistema Renina-Angiotensina (SRA) é um sistema endócrino cujo papel 

central é a regulação da hemostasia e pressão arterial. Sua ação se dá pela 

atuação do efetor angiotensina-II (Ang-II), um octapeptídeo gerado a partir de 

um precursor, a angiotensina-I (Ang-I), decapeptídeo que sofre clivagem 

proteolítica por ação de uma metalodipeptidilcarboxipeptidase, a enzima 

conversora de angiotensina (ECA), presente em todo o endotélio vascular. A 

angiotensina-I por sua vez, é produto da clivagem do angiotensinogênio, 

proteína hepática, substrato da renina, enzima produzida pelos rins.53  
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Ang-II vai exercer suas funções através do acoplamento a seus 

receptores: AT1 e AT2, glicoproteínas transmembrana com 30% de similaridade 

em suas sequências.54  Os receptores AT1 participam da maioria das ações 

efetoras da Ang-II, já receptores AT2 estão presentes em abundância durante o 

desenvolvimento fetal e pouco presentes na fase adulta, sendo que sua 

expressão é aumentada em condições patológicas. O receptor AT2 antagoniza 

várias das respostas iniciadas pela interação com AT1 e receptores do fator de 

crescimento, e sua ativação contribui para a regulação da pressão arterial e 

função renal.55 

Embora os efeitos da Ang II sejam considerados pleiotrópicos, nas últimas 

décadas o conceito clássico de um SRA circulante por todo o corpo tem sido 

revisto e diversos trabalhos vêm sugerindo a existência de pequenos sistemas 

teciduais atuando de modo parácrino. Em tecidos como o cérebro,56 medula 

óssea,57 adiposo,58 folículo ovariano,59 epidídimo,60 corpo carotídeo,61 fígado,62 

pulmão61 e pâncreas,62 verificou-se uma produção local de Ang-II cujo efeito 

permanece circunscrito ao próprio órgão, sendo descritos inclusive subtipos 

específicos de receptores de Ang-II. Diferentes ações foram relatadas, incluindo 

crescimento celular, antiproliferação, apoptose, geração de espécies reativas de 

oxigênio, secreção hormonal, ações pró-inflamatórias e pró-fibrinogênicas, 

pleiotropismo, formação óssea, indução de liberação de prostaglandina E2, 

estímulo da neovascularização além de vasoconstrição e vasodilatação. Outros 

estudos demonstraram que o bloqueio de AT1 de fibroblastos da gengiva de 

coelhos inibiu sua proliferação63 e reduziu a secreção de prostaglandina PGE2 

em fibroblastos gengivais humanos.38 

No microambiente tumoral, a ação da Ang-II foi altamente relacionada a 

desmoplasia. Efeito que tem sido atribuída a ativação do receptor AT1, estímulo 

de TGF-β e da expressão de CTGF, ambos relacionados à ativação de 

fibroblastos, sendo os CAF, a principal fonte de proteínas da matriz em tecidos 

normais e malignos.64 Foi relatado que a presença de CTGF induz a formação 

de fibroblastos através da transdiferenciação de outras células, como células 

epiteliais (via EMT, transição epitelial-mesenquimal),65 células estreladas,66 

fibroblastos residentes67 ou fibrócitos (derivados da medula óssea, mesenquimal 

circulante células-tronco) que foram recrutadas por quimiocinas. O fator também 
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atua na apresentação de citocinas a seus receptores catalisando a resposta, 

como por exemplo, TGFβ, sobre o qual tem ação de estímulo recíproco da 

secreção, criando um feedback positivo.68 

.    

 

 

Estudos anteriores utilizaram inibidores de ECA (IECA) na supressão das 

funções da Ang-II. No entanto, os IECA não só suprimem a síntese de Ang-II 

mas também a atividade de cininase-II com consequente aumento na 

concentração de bradicinina e estimulo positivo da angiogênese.69, 70 Além disso, 

Ang-II é sintetizada por outra enzima: a quimase.71 Portanto, IECA acabaram 

descartados na elucidação da angiogênese mediada por Ang-II in vivo.72 

Losartana é um bloqueador do receptor AT1 utilizado como anti-

hipertensivo em mais de 100 países. Não demonstra efeitos secundários graves 

e a segurança na administração a pacientes com hipertensão já foi comprovada. 

Além de suas propriedades anti-hipertensivas, também há relatos de um efeito 

antifibrótico, por redução da incidência de fibrose hepática, pulmonar, cardíaca 

e renal.73-76 O bloqueio de AT1 com losartana reduziu os níveis de TGF-β1 ativo, 

mas não o total em fibroblastos de carcinoma mamário in vitro, implicando em 

uma redução da síntese de colágeno tipo I em 27%.77 

Inúmeros estudos têm demonstrado uma potencial atividade 

antiangiogênica e capacidade de inibir o crescimento de vários tipos de 

Figura 2. Vias relacionadas a normalização da função vascular por atuação sobre CAF e 

matriz extracelular. (Adaptado de Martin et al., 2019) 2 
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tumores.22, 55, 78, 79 Em  linhagens celulares benignas de epitélio glandular 

mamário, a superexpressão de AT1 levou a um fenótipo tumorigênico 

marcadamente invasivo, que foi revertido especificamente pelo tratamento com 

losartana.64  

Em 2009, Otake et al.55 descreveram um efeito inibitório do crescimento 

de tumores e metástases quando do tratamento de tumores tipo melanoma com 

altas doses de losartana, e, pronunciada redução na densidade de microvasos, 

evidenciada pela reduzida expressão de receptores flt-1/4, ti1-1/2, CD31 e 

receptor de trombina, sugerindo mecanismos indiretos de inibição de VEGF.55  

Em 2013, Jain et al.80 observaram intensa descompressão vascular relacionada 

à redução na produção colágeno por fibroblastos câncer associados, 

favorecendo não só a reoxigenação como a entrega de quimioterápicos ao tecido 

tumoral em animais tratados com doses infertiores do vasoativo.81 Os achados 

suportam a hipótese de que, em dose e tempo adequados, o composto possa 

contribuir para reperfusão tumoral não apenas através do controle do tônus 

vascular, mas pela própria descompressão e reorganização dos vasos. Estudos 

mais recentes realizados pelo mesmo grupo reportam que pacientes que 

receberam inibidores do sistema de angiotensina simultaneamente com o 

tratamento padrão para câncer de ovário exibiram sobrevida global de 30 meses 

a mais em comparação com os pacientes de outros anti-hipertensivos.82  

  

1.5  Hipóxia tumoral como fator de radioresistência 

 

A hipóxia também é um fator prognóstico importante e fator de resistência 

já bem estabelecido para radioterapia de tumores,83 sendo que nessa condição 

são exigidas doses efetivas três vezes mais altas pra promover o mesmo efeito 

da irradiação com raios X e γ em tumores normóxicos.84 Isso se deve ao fato de 

que radiações eletromagnéticas apresentam baixo LET (do inglês: Linear Energy 

Transference) e, portanto, baixo potencial de ionização e lesão de dupla fita nas 

moléculas de DNA, dependendo primordialmente dos efeitos secundários da 

radiação, gerados pelas espécies reativas de oxigênio, as quais estão 

relacionadas à radiólise da água e formação de espécies reativas de oxigênio 

(ROS = reactive oxigen species).  São estas espécies, radicalares e não 
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radicalares, altamente reativas, que irão atacar as moléculas de DNA levando a 

dano em ambas as fitas.  

 

Figura 2 – Mecanística da hipótese de fixação do oxigênio85 demonstrando o papel do 
oxigênio molecular na estabilização da molécula clivada por espécies radicalares, 
permitindo a ruptura da dupla fita da molécula de DNA. 

 

A hipótese mais amplamente aceita atualmente sugere que a hipóxia 

impede a estabilização dos danos de dupla fita no DNA induzidos pela radiação 

ionizante. Na presença de O2 ocorre a estabilização dos fragmentos por 

oxidação das cadeias de DNA, o que resulta na quebra irreversível da dupla fita 

(Figura 2) e por conseguinte, morte celular. Na ausência de oxigênio, a 

estabilização das quebras de fita dupla deixa de ocorrer, e o dano pode ser 

reparado.85, 86 Uma vez que a presença de oxigênio é importante para letalidade 

da radiação, a razão entre a dose letal em anóxia (pO2 = 0) e uma pO2 positiva 

é referida como razão de aumento da radiosensibilização (OER, do inglês: 

oxygen enhancement ratio).87  
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Figura 3. Relação entre a pressão parcial de oxigênio e radiosensibilidade. (Adaptada a 
partir dos achados de Gray et al.,1953, 84 Vaupel et al., 2007,  88 e McKewon et al., 2014. 89) 

 

As definições dos níveis normais de oxigênio in vivo e in vitro diferem de 

modo relevante. Estabeleceu-se a normóxia tecidual em 6% O2 ou 30 mmHg, e 

a normóxia in vitro em torno de 21% de O2 ou 160mmHg.86 Em 1953, Gray et 

al.84 publicaram o trabalho seminal onde demonstram empiricamente que a 

radiosensibilidade de um alvo biológico aumenta sensivelmente quando a pO2 é 

incrementada de 0-10 mmHg. Uma vez que a pO2 alcança concentrações 

superiores a 30 mmHg a sensibilização atinge um platô e parece não aumentar 

com o aumento da pO2 (Figura 3).87 Décadas depois, McKewon et al.89 se 

debruçaram sobre o tema realizando uma extensa revisão sistemática que 

reuniu informações sobre a pressão parcial de oxigênio em diferentes tecidos 

saudáveis e seus respectivos tumores, e elaborando melhor os conceitos e 

valores médios de normóxia e hipóxia tecidual para cada órgão/tecido. De modo 

geral, células que resistem à terapia se encarregam de repopular o 

microambiente tumoral após o tratamento, levando a uma recidiva ainda mais 

resistente do que a lesão inicial.90 
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1.6  Alterações moleculares mediadas por hipóxia e seus marcadores  

 

 Regiões de hipóxia estão distribuídas heterogeneamente no interior de 

tumores. Há regiões de  transiência e intermitência (hipóxia aguda), coexistindo 

com regiões de hipóxia persistente (hipóxia crônica).91 A natureza complexa do 

fenômeno por suas constantes oscilações, é um dos fatores limitantes da 

precisão de sua quantificação. Assim, para que o grau de hipóxia possa ser 

usado como preditor de resistência ao tratamento, deve ser avaliado 

individualmente para cada tumor.92 

 

Figura 2: Mecanismos de regulação do HIF-1α sob condições normóxicas e hipóxicas. 
Adaptado de The Nobel Prize in Physiology or Medicine 2019 

 

Fatores Induzidos por Hipóxia atuam como mediadores fisiológicos da 

resposta celular à hipóxia em tecidos normais e malignos. Como efeito direto da 

escassez de oxigênio, HIFs, complexos heterodiméricos formado por 

subunidades α e β, passam a conduzir grande parte das modificações 

observadas no microambiente tumoral. O oxigênio molecular é substrato de 

prolil-hidroxilases (PHD1-3), enzimas que catalisam a hidroxilação das 

subunidades α, tornando-as vulneráveis à ubiquitina ligase von Hippel-Lindau 

(VHL), um marcador de degradação proteossomal.  Assim, devido à ausência de 

O2 a subunidade α se mantém estável e dimeriza com a subunidade β, tornando-

se capaz de regular o programa transcricional de resposta a hipóxia.90  

Um segundo mecanismo dependente de oxigênio, foi descoberto em 

2001. Semenza e seu grupo 93, ganhadores do Nobel de Medicina de 2019 foram 
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os primeiros a identificar um fator envolvido a inibição de HIF como fator de 

transcrição, denominado FIH-1 (fator inibidor de HIF) 93. FIH é outra hidroxilase 

dependente de oxigênio que hidroxila um resíduo de asparagina na porção N-

terminal de HIF-1, afetando recrutamento do co-ativador transcricional p300 

(Lando et al., 2002a; Lando et al., 2002b). Assim, O2 não só promove a 

degradação de HIF-1α via prolil-hidroxilação, mas também tem um papel 

inibitório da função transcricional de eventuais subunidades α que tenham 

escapado da degradação proteossomal. 94 

 Três diferentes HIFs foram identificados. HIF-1, ligado à expressão de 

fatores envolvidos na angiogênese (NOS, VEGF e ANGPT-2)8, metabolismo 

glicolítico (GLUTs)95, sobrevivência (LOX) e invasão (MMPs);96 HIF-2α, 

relacionado à promoção de genes ligados à multipotência de células tronco 

tumorais (Oct-4)97, invasão e angiogênese.98; e HIF-3, cujo papel ainda é 

discutido, durante anos referiu-se a um efeito inibitório sobre HIF-1/2α, por 

competição pela subunidade β comum, 99 sugere-se uma atuação por feedback 

negativo, pois o próprio HIF-3 é expresso por um dos genes de alvo HIF-1. 100 

Por se tratar de um biomarcador direto e imediato da resposta à escassez de O2, 

HIF-1α é usualmente determinado por ELISA, imuno-histoquimica, ou western-

blot para a composição do perfil tumoral, sendo frequentemente correlacionado 

a mau prognóstico, má responsividade a rádio e quimioterapia, potencialização 

do perfil metastático, recidiva precoce e menores taxas de sobrevida em 

inúmeras neoplasias.  

  

1.7 Radiotraçadores de hipóxia tumoral 

 

São descritos métodos diretos e indiretos para detecção de hipóxia, 

porém, alguns são invasivos ou mesmo inadequados para uso clínico de rotina. 

Por exemplo, microeletrodos oxigênio-sensíveis, considerados por muito tempo 

"padrão ouro" na determinação direta da pO2  tecidual, só é aplicável quando o 

tecido alvo é facilmente acessível e é associado com significativa morbidade. 

 Assim, nas últimas décadas, muita atenção tem sido dada às técnicas de 

imagem que utilizam traçadores marcados radioativamente para uma detecção 

não invasiva de células hipóxicas em tumores sólidos.  Até o momento não existe 
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um agente aprovado pela FDA para avaliação de hipóxia nos tecidos tumorais, 

ou uma metodologia padrão aceita para a quantificação de hipóxia em pacientes, 

nem mesmo existem protocolos aprovados pela FDA para o tratamento e 

reversão da hipóxia tumoral. 101 

O radiotraçador de hipóxia ideal deve apresentar algumas condições: 1) 

ter alta afinidade e especificidade por células hipóxicas assim como baixa 

captação inespecífica; 2) as moléculas devem ser estáveis e resistentes a 

degradação e metabolização, ou oferecer metabólitos radiomarcados que 

permaneçam retidos ao sítio alvo evitando marcações inespecíficas; 3) a 

lipofilicidade da molécula deve estar dentro de um valor ideal para  permear 

membranas, e favorecer uma via de excreção que não comprometa a qualidade 

das imagens. Por exemplo, compostos mais hidrofóbicos tendem a ser 

eliminados pela via hepatobiliar, com tempo de excreção mais longo quando 

comparado a compostos hidrofílicos, que tendem a ser eliminados pelo sistema 

urinário; 4) o radioisótopo deve apresentar meia-vida física suficiente para 

permitir a imagem do processo; 5) A depuração do traçador não ligado deve ser 

rápida para permitir discriminar entre captação específica e inespecífica. Para 

este último, é desejável uma maior hidrofilicidade, porque isto aumenta a 

depuração do sangue por processos de excreção renal. Na prática, todos esses 

critérios raramente são preenchidos. 92 

 Em meados da década de 1970, foi descoberto que derivados de 

nitroimidazol se ligavam a células hipóxicas em cultura de tecidos. 102 

Seu mecanismo de ação foi amplamente estudado chegando-se à 

conclusão de que no espaço intracelular, esta classe de moléculas sofre uma 

redução de elétron único, formando espécies altamente reativas, que, em níveis 

normais de O2, são prontamente reoxidadas. As reações permanecem em 

equilíbrio por algum tempo, até que a molécula reoxidada se difunde para fora 

da célula, no chamado “ciclo fútil”. Em hipóxia a reoxidação não é eficaz e o 

equilíbrio se desloca para a formação das espécies reativas. O radical nitro 

aromático aniônico (Ar-NO2
• -) e a hidroxilamina aromática (Ar-NHOH) são os 

principais metabólitos deste processo.103, 104 Reagem indiscriminadamente 

formado adutos com macromoléculas nucleofílicas, proteínas, DNA, e sofrem 

inativação agindo como aceptores de grupos tióis de enzimas redutases como a 
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glutationa.105 Áreas tumorais necróticas, que tem baixa atividade de redutases, 

não apresentam captação dos compostos. 92 

 

 

Figura 4 - Mecanismo de captação de nitroimidazóis em células hipóxicas. 

(Adaptado de Kizaka‐Kondoh e Konse‐Nagasawa, 2009). 106 

 

Assim, diferentes compostos foram preparados para utilização como 

agentes para detecção de hipóxia em tecidos baseados em imuno-histoquímica 

107, 108, moléculas marcadas com trítio (3H) ou [14C]carbono para detecção por 

autorradiografia 109 ou compostos contendo flúor, tanto o natural para imagens 

por ressonância magnética 107, quanto utilizando o isótopo radioativos [18F]flúor, 

para imagem por tomografia por emissão de pósitron.110 O uso de compostos 

detectáveis por imagem in vivo, seria vantajoso ao evitar procedimentos 

invasivos para retirada de amostras de tecidos para biopsia.  

Porém, mesmo com as limitações da técnica, por não representar um 

panorama completo do perfil hipóxico compreendendo uma amostra de 

dimensão reduzida, temporalmente estática e meramente bidimensional, e, 

mesmo apresentando utilidade clínica limitada, a análise do perfil de hipóxia 

tumoral por imuno-histoquímica tem sido frequentemente empregada em 

tumores biopsiados, sendo que para a coloração são utilizados anticorpos 

direcionados à adutos intracelulares de traçadores nitroimidazólicos “frios”, 

sendo o pimonidazol, ainda hoje, considerado padrão ouro para a técnica. 111 
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Figura 6-  

 

A maioria dos traçadores nitroimidazólicos entra nas células por difusão 

passiva. A lipofilicidade e propriedades metabólicas periféricas variam entre 

esses compostos e levam a diferenças nas propriedades farmacocinética das 

moléculas, que apresentam uma meia-vida biológica média de 6 horas. 72 A 

presença do radionuclídeo emissor de pósitron [18F]flúor, com sua meia-vida de 

109,7 min oferece a possibilidade de obter imagens com a resolução e precisão 

espacial, fornecida pela imagem PET, além de permitir uma abordagem 

quantitativa do composto no sítio alvo.  

  

 

 

 

Dos vários radiotraçadores derivados de nitroimidazol e marcados com 

[18F]flúor, dentro os quais o [18F]fluormisonidazol ([18F]FMISO) foi o primeiro 

Figura 5. Estrutura química de compostos nitroimidazólicos utilizados em imuno-

histoquímica e PET/CT. 
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derivado radiomarcado proposto para a imagem PET110 validado e avaliado 

extensivamente para a detecção de hipóxia tumoral em diferentes modelos pré-

clínicos 112-116 e clínicos em diferentes tipos de câncer117-120, o traçador responde 

bem a pO2 entre 2 e 10 mmHg 110. Entretanto, o composto apresenta limitações, 

uma vez que sua alta lipofilicidade afeta a cinética de depuração do traçador 

livre, um contraste ideal entre alvo e background só é obtido de 4 a 6 h após a 

injeção, no entanto, passado tanto tempo, a estatística de contagem é 

comprometida devido ao rápido decaimento do [18F]Flúor e ainda assim há uma 

atividade de fundo substancial que afeta a qualidade da imagem. Em geral se 

aplica um protocolo de aquisição de imagem 2 h após a injeção, embora o baixo 

contraste entre tecido hipóxico e estruturas normais dificulte a delimitação de 

bordas das regiões de interesse (ROI) para quantificação da lesão ou 

planejamento de radioterapia. Ainda assim, a contribuição da imagem PET com 

[18F] FMISO para IMRT foi encorajadora o suficiente para motivar um 

experimento inicial de aumento de dose  em 17% na cabeça e câncer de 

pescoço. 121 

 

 

O análogo [18F]fluoroazomicinarabinosideo, [18F]FAZA, foi desenvolvido 

no Cross Cancer Institute group (Aberta, Canada) baseado na estrutura do 

precursor [123I]IAZA, para imagens SPECT.   Assim como os polifluorados  

[18F]EF3 e [18F]EF5, é um nitroimidazol de segunda geração e  apresenta 

características farmacocinéticas melhoradas. A presença do radical arabinose 

confere uma menor lipofilicidade permitindo um clearance mais rápido das 

Figura 7- Traçadores de hipóxia nitroimidazólicos. (Adaptado de Takasawa, et al. 2008) 

18
F-EF5 
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moléculas não captadas da circulação, o que favorece a razão de  captação  

entre  tecido hipóxico/tecido normal e, por conseguinte, em menor intervalo após 

a injeção.92 Ainda assim sua lipofilicidade é suficiente para preservar a 

capacidade de penetração da barreira hematoencefálica.105 Sua especificidade 

para células hipóxicas foi  demonstrada em um estudo in vitro excelentes 

características de captação em hipóxia, com modesta variabilidade célula-a-

célula ausência de captação em células normóxicas.122 Essas características o 

tornam uma opção mais atrativa para o imageamento de hipóxia tecidual.  

Outra possibilidade para obter imagem de regiões de hipóxia é a utilização 

do [99mTc]tecnécio, que apresenta algumas vantagens em relação aos 

radionuclídeos emissores de pósitron [18F]flúor e [64Cu]cobre. Elencando: 1) sua 

disponibilidade através da eluição do gerador de radioisótopos, baseado no 

decaimento de [99Mo]molibdênio para [99mTc]tecnécio; geradores amplamente 

disponíveis, entregues semanalmente nos locais de uso, permitindo a obtenção 

do radioisótopo diariamente ou mais de uma vez ao dia; 2) o radioisótopo é 

obtido na forma química de pertecnetato (TcO4
-), com estado de oxidação 7+, 

pode ser reduzido a outros estados de oxidação e formar até nove pontos de 

coordenação; 3) possui meia-vida física de 6,01 h, o que permite maior 

tranquilidade nos processos de preparação e utilização, bem como possibilidade 

de obtenção de imagens tardias ou com mais de 6 horas; 4) o elemento emite 

radiação gama com energia de 140 keV (> 99 %), ideal para os sistema de 

detecção baseado em detectores de iodeto de sódio, comum nas câmaras 

SPECT; 5) possui o par teranóstico [188Re]rênio, emissor de partículas β- de alta 

energia (Eβmax = 2,1 MeV, t1/2 = 16,9 h) que também pode ser convenientemente 

obtido com alta atividade específica por sistema de gerador 188W/188Re 

permitindo o uso do mesmo ligante no diagnóstico, e na terapia.123, 124  

A desvantagem reside no fato de que a química dos radiometais depende 

de volumosos quelantes bifuncionais e às vezes grupos espaçadores para a 

incorporação do radionuclídeo à molécula com função biológica, o que 

frequentemente impacta significativamente na farmacocinética e biodistribuição 

do traçador. Além do fato de que imagens SPECT são inerentemente mais 

ruidosas e com menor resolução espacial, o que pode ser um fator limitante a 

depender do tamanho da lesão estudada.   
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Figura 8. Estrutura do ligante PnAO-1-(2-nitroimidazol) e os dois enantiômeros 

do complexo TcO(PnAO-1-(2-nitroimidazol) BMS-181321(Fonte: Linder et al., 

1994118). 

 

Em 1994, Ramalingam et al. 125 sintetizaram uma série de derivados do 

ligante propranoaminooxima (PAO) funcionalizados com compostos 

nitroimidazólicos.  Linder et al.126 publicaram os resultados da avaliação de um 

desses compostos, que passou a ser chamado de BMS181321, e comprovaram, 

in vitro, que o mesmo apresentava potencial para ser utilizado como um 

marcador de hipóxia, demonstrando que o complexo metálico não interferia na 

redução biológica do grupo nitro. 

Em busca de outros ligantes para o [99mTc]tecnécio, Archer et al.127, 128 

reportaram a preparação do análogo butanoaminooxima (BnAO) funcionalizado 

com  nitroimidazol (HL91M). No estudo para mostrar a eficácia do composto em 

coração infartado de camundongo, e utilizando o ligante HL91, sem a presença 

do grupo nitroimidazol como um possível controle negativo, foram surpreendidos 

com a alta captação deste último quando comparados aos funcionalizados com 

nitroimidazol. Outros estudos foram conduzidos para comprovar a 

dispensabilidade do grupo nitroimidazol na molécula, enquanto se buscava 

entender o mecanismo de captação.  

 

Figura 9. Estrutura dos ligantes de [99mTc]tecnécio avaliados por Archer e  col.128 
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Zhang et al.129 avaliaram a captação do complexo [99mTc]Tc-HL91 em 

cultura de células de tumor de ovário de hamster Chinês (CHO) e ficou 

demonstrada uma captação cerca de nove vezes maior em células em condições 

de hipóxia, quando comparada a normóxia. Outro estudo envolvendo o uso de 

vasoconstritores DMXAA e CA-4-P demonstrou um aumento da captação do 

[99mTc]Tc-HL91, expresso em porcentagem de atividade injetada por grama de 

tecido (%DI/g), de 0,41 ± 0,04 % para 1,44 ± 0,04 % e 1,25 ± 0,06 %, 

respectivamente para cada composto, enquanto o fluxo sanguíneo diminuiu de 

1,58 ± 0,07 % para 0,25 ± 0,04 % e 0,21 ± 0,04 %, respectivamente, medido 

através do uso de 86RbCl como agente de perfusão.130 

A comparação da captação do [99mTc]Tc-HL91 com o composto β-D-

[125I]azomicina galactopiranosídeo, um derivado nitroimidazólico, em tumores de 

carcinoma de próstata R3327-A inoculados em camundongos, apresentou 

correlação com r =0,78. Todavia, os resultados obtidos com a utilização de 

eletrodos para mensurar a pressão de oxigênio, considerado método de 

referência, não foram concordantes com a taxa de captação dos compostos 

radiomarcados. 131 Bi-Fan et al.132 estudaram a captação do complexo    

[99mTc]Tc-HL91 in vitro e in vivo em linhagens de células humanas (A549) e 

murina (LL2) de tumor de pulmão. Os resultados comprovaram a seletividade do 

complexo para as áreas de hipóxia, demonstrada por imagem de 

autorradiografia e imuno-histoquímica, e não se observou diferença significativa 

na captação entre as linhagens.  

 Com a ausência da função nitroimidazol, o mecanismo de captação do 

[99mTc]Tc-HL91 em regiões de hipóxia passou a ser investigado. Estudos 

utilizando ferramentas computacionais, propuseram que o complexo pode adotar 

tanto uma forma lipofílica mono-oxo (TcO3+), quanto uma forma hidrofílica di-oxo 

(TcO2
+), conforme apresentado na Figura 10, passando por outras formas 

intermediárias, processo  mediado por moléculas de H2O.133 
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Figura 10. Mecanismo de interconversão mono-oxo/di-oxo do núcleo de tecnécio 
dos complexos aminoxima.133 

 

A hipótese sugere que a estrutura lipofílica permita a permeação da 

bicamada lipídica, e, uma vez no interior da célula, o processo de redução e 

conversão mediada pela diminuição da concentração de oxigênio, leve a 

estabilização da forma hidrofílica ou intermediários, que ficam retidos no interior 

das células.133 A hipótese presume viabilidade da célula para ocorrer 

efetivamente, o que corrobora com a captação diferencial em tecidos hipóxicos 

(quiescentes), e tecidos necróticos.134; 135  

Quando comparado à [18F]fluorodeoxiglucose ([18F]FDG), traçador 

“padrão ouro” para detecção de tumores, o [99mTc]Tc-HL91 demonstrou in vivo a 

localização específica da maioria dos tumores malignos com razão 

tumoral/normal (T/N)  satisfatória para visualização em imagens SPECT 136, 137, 

138.  Por se tratar de uma molécula de carga neutra e de pequeno tamanho, 

também penetra a BHE permitindo a localização de tumores do SNC. 

Comparado aos nitroimidazolicos [123I]IAZA e [18F]FMISO, a relação de atividade 

tumoral/tecido normal (T/N) para o complexo de [99mTc]tecnécio foi superior aos 

compostos de [18F]flúor. 127 

Embora a tecnologia SPECT apresente limitações de resolução espacial 

e quantificação maiores do que a PET, em equipamentos para uso clínico (Fig 

8), o desenvolvimento do complexo organometálico ainda é de grande valia 

devido ao potencial de desenvolvimento do par teranóstico hipóxia-direcionado, 

pela marcação do ligante com os emissores β- [186Re]rênio (β-
Max de 1.07 MeV e 

γ 0,155 MeV) ou [188Re]rênio (β-
Max de 2.12 MeV, 0,137 MeV e 155 keV) isótopos 
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do metal atualmente disponíveis no mercado 139, o que forneceria uma elegante 

estratégia na superação da radioresistência devida à hipóxia.   

 

 

Figura 11. Resolução espacial de equipamentos PET e SPECT para uso clínico e pré-
clínico.140 

 

 

1.8 Imagem pré-clínica e pesquisa translacional 

 

O registro de novos medicamentos passa por uma série de ensaios in vitro 

e in vivo na fase pré-clínica, e depois em ensaios clínicos divididos em 3 fases 

principais, que permitem obter dados de qualidade, eficácia e segurança dos 

novos medicamentos em estudo. 141, 142 Além disso, os próprios radiofármacos, 

que por muito tempo foram considerados produtos correlatos ao diagnóstico 

médico, atualmente estão incluídos na categoria de medicamentos, o que tornou 

obrigatória a realização de todos os testes exigidos para medicamentos, além de 

um estudo específico para radiofármacos, a dosimetria. 143, 144 

Nas últimas três décadas, os ensaios pré-clínicos ganharam uma 

importante ferramenta. Os equipamentos dedicados à imagem de pequenos 

animais, com resolução sub-milimétrica permitiram avaliar uma molécula, seja 

ela um candidato a fármaco, um biomarcador ou um novo radiofármaco 

utilizando seu similar radiomarcado para acompanhar seu comportamento in 

vivo. Houve também um aumento na disponibilidade de radionuclídeos, 

radioisótopos dos bioelementos, [11C]carbono, [18F]flúor,  [13N]nitrogênio e 

[15O]oxigênio,  cujo decaimento por emissão de pósitron permite a radiossíntese 

e visualização clara e quase inalterada de moléculas análogas às 

endógenas.145,146  

A imagem pré-clínica faz uma ponte entre as pesquisas básica e  clínica, 

se tornando um importante aliado da indústria farmacêutica e uma ferramenta 
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fundamental para o progresso da medicina nuclear. Seu valor agregado é 

substancial pois permite monitorar a progressão de uma doença ou resposta a 

um tratamento de forma não invasiva, transversal ou longitudinal, qualitativa e 

quantitativa, gerando dados de alto nível de confiança com um menor número 

de indivíduos, o que também impacta na redução de tempo e custo, e corrobora 

com os princípios éticos de substituição, redução e de refinamento na 

experimentação animal (3R’s). 147, 148  

 As principais técnicas em medicina nuclear são PET e SPECT. Embora 

ambas gerem imagens por detecção da radiação eletromagnética, apresentam 

grandes diferenças com relação à tecnologia, disponibilidade de radioisótopos, 

aplicabilidade da técnica, obtenção de dados quantitativos e qualitativos. Uma 

limitação das tomografias por emissão é a baixa resolução e perda dos detalhes 

anatômicos devido ao pequeno fluxo de fótons emitidos, limitação esta que foi 

superada pela criação de equipamentos multimodais, que permitem o corregistro 

e posterior fusão das tecnologias de imagem nuclear à imagens radiológicas de 

alta resolução como a tomografia ou ressonância magnética. 149 A imagem 

híbrida é uma ferramenta poderosa que fornece informações que não intangíveis  

por quaisquer modalidades isoladamente. 150 

 

 

 

 

Com relação a natureza dos radioisótopos, são divididos em emissores 

de fóton (radiação gama, ) e emissores de pósitron (+). Os emissores de 

pósitron conhecidos possuem meias vidas que vão de alguns minutos como o 

[15O]oxigênio (T1/2 = 2,07 min) , o [11C]carbono  (T1/2 = 20,4 min) até  cerca de 2 
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horas como o [18F]flúor (T1/2 = 109,8 min), emissor de pósitron mais amplamente 

utilizado no mundo devido ao advento do [18F]FDG, cujo papel foi fundamental 

na difusão da tecnologia PET. 92 Outros emissores de pósitron com o 

[64Cu]cobre, [89Zr]zircônio e [52Mn]manganês também tem sido utilizados em 

pesquisa e em diagnóstico, mas apresentam meia-vida física de 12,7 h, 3,3 e 

5,59 dias, respectivamente e são utilizados para marcar anticorpos e 

nanopartículas. 151 

Os emissores de fóton utilizados costumam ser metais de transição ou 

halogênios, com decaimentos por captura eletrônica, transição isomérica ou 

conversão interna, fótons de energias variadas e meia vida mais longa. Os mais 

comuns são [99mTc]tecnécio ( = 140 keV e T1/2 6,01h), [111In]Índio ( = 172 e 245 

keV e T1/2 2,8 d), [123I]Iodo ( =159 Kev e T1/2 = 13,3h), [201Tl] ( = 35 e 167 keV e 

T1/2 = 73h) [67Ga]Gálio ( =296 e 388 keV e T1/2  78,3 h). 152 

Estas modalidades de imagem molecular permitem observar o 

comportamento de um dado composto na fisiologia, metabolismo ou perfusão de 

um órgão ou sistema. Independentemente de sua natureza, fótons que 

atravessam o tecido biológico podem ser absorvidos e espalhados pela matéria. 

O coeficiente de atenuação é uma medida deste efeito onde há conversão de 

energia em calor e energia química; assim, quanto maior for o coeficiente de 

atenuação, maior será a probabilidade de fótons a serem absorvidos ou 

espalhados pelo meio. 152 

O tipo de decaimento do radionuclídeo empregado implica diretamente na 

técnica de aquisição de imagem utilizada e justificam a estrutura dos 

equipamentos. Equipamentos SPECT apresentam tipicamente 2 detectores em 

ângulo 180°, sobre os quais são utilizados colimadores de chumbo ou 

tungstênio. Os detectores são móveis e performam uma trajetória de 360° em 

torno de um paciente (eixo de rotação), adquirindo uma série de imagens 

planares em múltiplas projeções.  Nesta técnica todo e qualquer evento captado 

pelo colimador será computado, e vai gerar uma linha de resposta ou LOR (do 

inglês, line-of-response), definida aqui como a extensão do orifício do colimador 

até a linha radial do FOV. .148 

Em equipamentos PET, os detectores estão dispostos em anel ao redor 

do FOV, para detecção das coincidências de aniquilação. Os critérios de 
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aceitação dos eventos presumem a detecção dos dois fótons de aniquilação em 

detectores opostos dentro de uma janela temporal e espacial de coincidência 

estabelecida entre 6 e 12 ns,153 e uma linha de resposta que conecta um par de 

detectores em 180° com desvio máximo de ±0,5°  e a energia depositada no 

cristal por ambos os fótons deve estar dentro da janela de energia selecionada 

(425 a 650 KeV).  Ao satisfazer a estes critérios os eventos são aceitos e 

registrados como eventos imediatos (prompt events).154 Nem todos os eventos 

aceitos são coincidências verdadeiras. Ocorrem coincidências aleatórias, onde 

fótons de aniquilações distintas e distantes alcançam o detector num período 

dentro da janela de coincidência; os eventos de espalhamento, quando um ou 

ambos os fótons detectados são provenientes de espalhamento Compton de um 

fóton de aniquilação detectados dentro da janela de coincidência.155, 156  Em 

ambos os casos há aumento no ruído da imagem por originam falsas LOR. Há 

também as coincidências mistas, onde um terceiro fóton é detectado dentro da 

janela de coincidência, como o sistema não é capaz de resolver a ambiguidade, 

o evento é descartado, levando a perdas na quantificação.157 Ainda assim, 

imagens PET tem sensibilidade duas a três vezes maior do que imagens SPECT. 

Enquanto PET é amplamente aceito como um método de imagem quantitativa, 

este não é o caso do SPECT, mais afetado por efeitos de atenuação e dispersão. 

Em ambas as modalidades, a reconstrução da imagem se baseia na 

retroprojeção, que corresponde ao processo de refazer o caminho dos fótons 

como se se voltasse no tempo, começando nos pontos de detecção e 

desenhando as linhas que unem os dois cristais que detectaram cada par de 

fóton. Como a origem da emissão é desconhecida, desenham-se todas as linhas 

e a partir da sua soma forma-se uma imagem, a retroprojeção simples, a qual 

não teria grande qualidade, mas permitiria de uma forma simples obter uma 

imagem da distribuição de radiotraçador. Os algoritmos de reconstrução analítica 

ainda hoje utilizam o mesmo processo para obtenção das imagens, apenas 

previamente aplicando uma filtração nas projeções, o que melhora a qualidade 

da imagem final.158 

 A análise visual ou qualitativa da imagem permite identificar regiões de 

interesse onde houve hipocaptação ou hipercaptação do traçador tendo em 

mente o perfil farmacocinético do radiofármaco, sua captação normal e 
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disfuncional, premissas fisiopatológicas, pontos cegos e artefatos contribuem 

para a inferência do diagnóstico preciso. 159 

A quantificação absoluta em termos de unidades de imagem em Bq / mL 

ou SUV (Standardized Uptake Value) é um parâmetro que representa a 

concentração do radiofármaco no respectivo tecido, é bastante usual em 

imagens PET, que, como mencionado, é considerada inerentemente 

quantitativa. Embora frequentemente seja sugerido que o SPECT não é uma 

modalidade quantitativa 160, 161, mais recentemente, a quantificação de imagens 

SPECT tornou-se mais comum devido as necessidades de terapia com 

radionuclídeos. A análise quantitativa de SPEC com [99mTc]MAA foi usada para 

determinar a razão Tumor/Normal em tumores hepáticos para o cálculo de dose 

por partição na Radioterapia Interna Seletiva com microesferas marcadas com 

[90Y]Ítrio. 162 Mais recente, o estudo semiquantitativo de imagens planares de 

traçadores bifosfonatos marcados com [99mTc]tecnécio para avaliação de 

amiloidose cardíaca baseado na captação cardíaca normalizada pela captação 

no pulmão contralateral, razão C/CL, com razões ≥1,5 em 1 h classificadas como 

positivas.163  A avaliação de métodos quantitativos comerciais para confirmação 

de síndromes neurodegenerativas com o traçador [123I]-ioflupano. 164 

Para a uma abordagem quantitativa da captação de um dado traçador no 

tecido, uma região de interesse (ROI) pode ser delineada manualmente nos 

limites da massa, e o número médio ou máximo de contagens na região pode 

ser medido. Neste caso a ROI é visualmente definida pelo observador seguindo 

o contorno anatômico fornecido pela imagem de CT. 157.  Entretanto, como a 

abordagem é dependente do observador, o método é propenso a uma enorme 

variabilidade durante a delineação da ROI por diferentes indivíduos. 165.  Para 

eliminar a subjetividade é possível utilizar uma ROI de tamanho fixo 

compreendida completamente dentro dos limites do tumor, entretanto a 

proporção entre o tumor e a ROI impactam  diretamente na quantificação. 166 

 SUV, mais frequentemente usado em PET, é o parâmetro 

semiquantitativo mais comumente usado na análise de imagens PET/CT com 

[18F]FDG na prática clínica. Surgiu como uma ferramenta para complementar a 

interpretação visual e refere a concentração radioativa em um volume de 

interesse baseada na normalização da dose injetada e massa corpórea do 
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paciente, entre outros fatores. 167 O parâmetro pode ser determinado em função 

dos valores máximo e médio de captação encontrados dentro do VOI (SUVmaximo 

ou SUVmédio). No entanto, há uma clara preferência pelo SUVMáximo, devido a uma 

menor interferência do efeito de volume parcial, mesmo com sua alta 

sensibilidade ao ruído. Todavia, deve ser observado que, mesmo na ausência 

de ruído, um único pixel não deve ser representativo para a captação em toda a 

extensão de um tumor não-homogêneo. 166, 168, 169. Uma desvantagem desta 

abordagem é que a região pode depender do nível de ruído na imagem, visto 

que o valor medido de captação máxima é fortemente dependente do ruído. Este 

problema pode ser resolvido pelo refinamento da imagem (aplicação de filtros 

para redução de ruído) antes de se determinar o valor de captação máxima.170 

O efeito do volume parcial (EVP) é influenciado pela resolução espacial, 

amostragem da imagem, tamanho e forma do tumor, método da medida da 

concentração do radiofármaco no tumor 166.  O EVP  mistura o sinal vindo de 

pontos adjacentes o chamado spill-over e representa a contaminação cruzada 

total entre estruturas adjacentes com diferentes níveis de captação. Técnicas de 

compensação do EVP assumem que o registro tenha perfeitamente estático, o 

que pode ocorrer em estudos neurológicos, mas é improvável em imagens 

cardíacas ou oncológicas, uma vez que o processo de respiração do paciente 

(humano ou animal) causa movimentação principalmente na região torácica e, 

em alguma extensão, na região abdominal. 170, 171 

O segundo fenômeno associado ao EPV se deve ao contorno da imagem, 

feita através de grades de vóxels no contorno do volume de interesse. As 

dimensões e formato do vóxel, no entanto, não permitem um contorno perfeito 

do tecido, e quanto maior o tamanho do vóxel maior a probabilidade de que ele 

inclua dois ou mais tipos de tecido que, por fim, irão contribuir igualmente para 

ponderação do sinal atribuído ao vóxel. Para minimizar este efeito, deve se 

limitar o tamanho do vóxel, utilizando as menores dimensões, o que, de outro 

lado, contribui para um aumento do ruído estatístico. É importante notar que 

mesmo que o sistema tivesse a resolução espacial perfeita ainda haveria algum 

efeito de volume parcial devido à amostragem, o que vale para as imagens CT 

e RM.122 Vários métodos para correção do EVP foram propostos, como por 

exemplo, os métodos regionalmente aplicados, e métodos aplicados no nível dos 
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pixels da imagem, mas até o momento nenhum foi largamente aceito e utilizado. 

166, 168, 170-172 
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2. Objetivos 

 

2.1.  Geral  

 

Preparar os radiofármacos [99mTc]Tc-HL91 e [18F]FAZA, e utilizá-los na detecção 

de hipóxia em modelo de tumor de mama da linhagem murina 4T1, sob 

condições normais ou com a utilização de losartana, como agente de 

normalização vascular, estabelecendo o período em que a normalização ocorre. 

  

2.2. Específicos 

 

- Preparar kits liofilizados contendo o ligante HL91 e excipientes, para permitir a 

rápida obtenção do radiofármaco [99mTc]Tc-HL91. 

- Preparar o radiofármaco [18F]FAZA, e avaliar métodos de purificação e controle 

de qualidade. 

- Avaliar o efeito do uso do fármaco losartana na normalização vascular de 

tumores, com redução de áreas de hipóxia, determinado a partir de alteração 

de distribuição dos radiofármacos [99mTc]Tc-HL91 e [18F]FAZA, e definição do 

período em que isso ocorre. 

- Utilizar software de processamento de imagem para obtenção de dados 

qualitativos e quantitativos da biodistribuição dos radiofármacos nos animais e 

nos tumores. 

- Utilizar as técnicas de autorradiografia, histoquímica e imuno-histoquímica para 

obter informação a nível tecidual do efeito da losartana sobre a estrutura 

tecidual e vascular dos tumores. 

 

3. Material  

 

3.1. Equipamentos: 

 

Ativímetro (Capintec – EUA) 

Balança analítica ATY-224 (Shimadzu, JPN) 
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Banho Maria 

Centrífuga refrigerada 5804-R (Eppendorf, Merck KGaA, Darmstadt, GER) 

Criostato CM 1850 (Leica Biosystems AG, GER) 

Contador Gama automático (Hidex – LKB, GER) 

Detector de radiação Radiomatic 610TR (Perkin-Elmer, EUA) 

Estufa 

Freezer - 80ºC 

HPLC Shimadzu 10VP (Shimadzu Corporatio, JPN) 

Inalador de anestesia 

Liofilizador de bancada Supermodulyo (Boc-Edwards, GBR) 

Micro PET/SPECT/CT Triumph II (Gamma Medica, EUA) 

Microscópio (Leica Camera, GER) 

Microisoladores 

Microscópio eletrônico EVOS M5000 (Thermo Fisher Scientific, EUA)  

Placa fotoestimulável BAS-IP MS Storage Phosphor Screens (GE 

Healthcare, Nova York, EUA) 

Software de análise estatística (GraphPad Prism) 

Software de análise estatística (Minitab) 

Software de pós processamento de imagem (Amide) 

Software de pós processamento de imagem (Slicer) 

Typhoon FLA 9500 (GE Life Sciences - Nova York, EUA) 

 

3.2. Solventes e Reagentes:  

 

Acetona PA (Sigma-Aldrich, Alemanha) 

Acetonitrila anidra (Sigma-Aldrich, Alemanha) 

Ácido clorídrico 37 % 

Água ultrapuro grau 1 (ISO 3696:1987) 

Anticorpo Anti-CD31 (Cell-Signaling, EUA) 

Anticorpo Anti-HIF 1 α (Sigma-Aldrich, Alemanha) 

Anticorpo Anti-pimonidazol (Hypoxiprobe™ -EUA) 

Azul de Tripan  

Bicarbonato de sódio 
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Cartucho Sep-Pak C18 (Watters, EUA) 

Cartucho Sep-Pak QMA (Watters, EUA) 

Carbonato de Potássio  

Cloreto estanoso 

Citrato de sódio 

Lâminas para criostato (Thermo-Fisher) 

Diaminobenzidina (DAB – Dako) 

Dimetilsulfóxido (Sigma- Aldrich, Alemanha) 

EDTA Dissódico 

Eosina 

Etanol absoluto 

[18F]Fluoreto de sódio (CinRad – Instituto de Radiologia-HCFMUSP, Brasil) 

[18F]Fluorodeoxiglicose (CinRad – Instituto de Radiologia-HCFMUSP, Brasil)  

Fosfato de sódio dihidratado 

Fosfato de sódio monohidratado 

Hematoxilina 

Hidróxido de Potássio (Synth) 

Hidróxido de sódio (Synth) 

Isoflurano 

Kit de detecção IHC HRP / DAB (ABC) específico para coelho (ab64261 – 

Abcam, Reino Unido) 

Kryptofix 2.2.2 (ABX,  

Losartana potássica (Prati Donaduzzi, Brasil) 

Leite em pó (Molico - Brasil) 

Meio de cultura RPMI 

Meio de montagem (Permount, Fisher) 

Monitor de glicemia Accu-Chek (Roche Diabetes Care, Suíça) 

Paraformaldeído 

Placa de armazenamento fotoestimulável BAS-IP MS (GE Healthcare, 

Alemanha) 

Pimonidazol (Sigma- Aldrich, Alemanha) 

Peroxido de hidrogênio (Sigma- Aldrich, Alemanha) 

Pimonidazol (Sigma- Aldrich, Alemanha) 
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Tartarato duplo de sódio e potássio 

Tissuetek (Sakura 

Triton-X 

Tripsina  

Tris-HCl (Sigma- Aldrich, Alemanha) 

Xilol 

1-(2,3-diacetil-5-tosil-α-D-Arabinofuranosil) -2-nitroimidazol (β-Ac2-α-Ts-AZA 

- Future Chem, ROK) 

 

4. Métodos 

 

4.1. Manutenção e bem estar dos animais 

   

Camundongos fêmea Balb/c foram fornecidos pelo Centro de Bioterismo 

da Faculdade de Medicina – USP e mantidos no biotério de manutenção do 

Serviço de Medicina Nuclear – InRad, observando todas as condições de bem 

estar animal. Trata-se de uma instalação classificada como livre de patógenos 

específicos (SPF – Specific Pathogen Free) e, portanto, protegido por barreiras 

sanitárias rigorosas. Os microisoladores mantidos com uma densidade 

populacional máxima de 5 animais, eram acoplados a um sistema de troca de ar 

de 20 ciclos por hora. O regime de controle de luz seguiu o ciclo circadiano dos 

animais, com períodos de 12 horas de claro e escuro. Foi mantido fornecimento 

de ração estéril e água ad libitum. Resguardou-se período de aclimatação de 

uma semana ao biotério experimental, e então, no dia do experimento, o 

fornecimento de alimento foi suspenso 3 horas, antes do seu início. 

 

4.2. Preparação e caracterização dos traçadores  

 

4.2.1. [99mTc]Tc-HL91 

 

Conjunto de reativos liofilizados (kits) foram preparados dissolvendo 10 mg 

do ligante em 500 µL de DMSO, seguido da adição de 2 mL de solução de 
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tartarato duplo de sódio e potássio (10 mg/L) e da solução de SnCl2.2H2O (0,04 

mg dissolvido em 25 µL de HCl concentrado e 10 mL de água purificada 

previamente nitrogenada por 30 minutos.  O pH da solução foi medido o produto 

foi filtrado em filtro Millex-GV de 0,22 µm e fracionado em frascos tipos penicilina 

em volume de 1 mL, para uma formulação final contendo 1 mg do ligante, 0,4 µg 

de SnCl2.2H2O e 2 µg de tartarato. A solução foi congelada em nitrogênio líquido, 

os frascos foram transferidos para o liofilizador permanecendo à pressão de 10-

1 mmHg por 24 horas. Por fim os frascos foram selados a vácuo e mantidos sob 

refrigeração de 2 a 8º C até o momento da marcação.  

O complexo [99mTc]Tc-HL91 foi obtido pela reconstituição do kit liofilizado 

através da adição de solução estéril de 99mTcO4
- obtida por eluição de gerador 

99Mo/99mTc produzido pelo IPEN, com atividade de 555-740 MBq e avolumada 

com 1,5 mL de tampão carbonato (pH 8,5). 173.  

Após período de incubação de 15 minutos, o produto foi submetido a controle 

de qualidade radioquímico por cromatografia ascendente com papel Whatman 

1Chr e água ( ([99mTc]TcO4
- e  [99mTc]Tc-HL9 Rf = 0,9-1) e ITLC-SG e solução 

salina ([99mTc]TcO2 e [99mTc]Tc-HL9 Rf = 0-1) 130. O sistema permitiu a 

determinação do percentual de impurezas e a pureza radioquímica do traçador 

foi determinada pela equação PRQ(%) = 100 % – ([99mTc]TcO4
- % + [99mTc]TcO2 

%). Preconizou-se um limiar de 95% de PRQ para a administração do 

radiofármaco nos animais em consonância aos parâmetros estabelecidos nas 

monografias de diferentes radiofármacos na farmacopeia europeia. 174 

 

 

4.2.2. [18F]FAZA 

 

A radiossíntese do traçador [18F]fluoro-azomicina-arabinosídeo 

([18F]FAZA) se deu pela reação do precursor 1-(2,3-diacetil-5-tosil-α-D-

Arabinofuranosil)-2-nitroimidazol (β-Ac2-α-Ts-AZA - Future Chem, ROK) e íon 

[18F]fluoreto, produzido na Unidade de Cíclotron do complexo HCFMUSP 

(CinRad). O protocolo de síntese foi adaptado às condições do laboratório a 

partir do método descrito por Reischel et al. 175  
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Aproximadamente 370 MBq de ácido [18F]fluorídrico em 2 mL de H2O 

foram percolados por cartucho de troca iônica Sep-Pak QMA light previamente 

condicionado com 10 mL de bicarbonato de sódio 0,1 M, 10 mL de água Mili-Q 

e 5 mL de acetonitrila. O íon [18F]fluoreto retido no cartucho foi então eluído com 

a solução de acetonitrila: água (9:1), contendo 3,5 mg de K2CO3 e 15 mg de 

Kryptofix 2.2.2., recolhido em frasco de fundo cônico, e submetido a aquecimento 

a 60º C sob fluxo de gás nitrogênio para evaporação do  solvente. Uma vez seco, 

o sólido foi dissolvido em 1 mL de acetonitrila anidra e o solvente foi evaporado, 

a 120o C (o processo foi repetido mais duas vezes). O sólido formado foi 

dissolvido em 1 mL de acetonitrila anidra contendo 5 mg do precursor β-Ac2-α-

Ts-AZA. A mistura reacional foi aquecida a 100o C por 5 min. A solução foi 

resfriada a temperatura ambiente e então foi adicionado 1 mL de hidróxido de 

potássio 0,4 M e após 2 minutos foi adicionado 0,5 mL de tampão fosfato 0,5 M. 

Finalmente a solução foi filtrada em cartucho Sep-Pak Alumina light 

precondicionado com 10 mL de água purificada. O rendimento radioquímico foi 

determinado pelo percentual de atividade radioativa no filtrado e cartucho.  

O produto foi purificado por HPLC em coluna semi-preparativa C18 tipo 

fase reversa Synergi Hydro-RP 80A de 250 x 10 mm, eluída com fase móvel 5:95 

v/v etanol: NaH2PO4 10 mM, em fluxo de 4 mL/min. As frações de 0,5 mL foram 

coletadas em calibrador de dose. Aquelas que apresentaram maior atividade 

foram analizadas  por HPLC em coluna analítica C18 tipo fase reversa Synergi 

Hydro-RP 80A de 250 x 4,6 mm, segundo o mesmo protocolo, a exceção do fluxo 

de 1mL/min.175 

 

 

4.3. Estudos biológicos in vivo 

 

4.3.1. Cultivo da linhagem de células tumorais 

 

Células da linhagem de carcinoma mamário murino 4T1 foram cedidas 

pelo Centro de Pesquisa Translacional em Oncologia (LIM-24). Os criotubos 

foram descongelados em banho maria a 37°C. Para remoção do meio de 
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congelamento, o conteúdo do frasco foi transferido para um tubo tipo falcon com 

meio aquecido a mesma temperatura e então centrifugados a 1200 G por 5 min. 

O sobrenadante foi desprezado e as células ressuspendidas em meio RPMI 

suplementado com 10% de soro fetal bovino e vertidas em garrafas de cultura 

de 75 mm³ que foram mantidas em estufa a 37ºC com atmosfera contendo 5% 

CO2 até adequada amplificação da cultura.  

Após a terceira passagem, as células foram submetidas a avaliação de 

viabilidade celular por exclusão por coloração com azul de Tripan e contagem 

das células refringentes em câmara de Neubauer.  Constatada a viabilidade 

celular, as células foram então centrifugadas e ressuspendidas para uma 

concentração de 5x104 células em 100 µL de meio suplementado. 

 

4.4. Aloenxerto ortotópico de tumor de mama e protocolo de tratamento 

 

Foram utilizados 48 camundongos BALB/c SPF, fêmeas, jovens, com 

aproximadamente 8 semanas de vida, pesando entre 15 e 21 g. Para a 

realização do procedimento, os animais foram sedados em câmara de anestesia 

inalatória, preenchida com atmosfera composta por isoflurano a 3% por volume 

de oxigênio. Cem microlitros de uma solução contendo 5x104 células em meio 

de cultura foram inoculados diretamente no fat pad mamário da primeira mama 

cervical direita de camundongos BALB /c. 176 
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Os animais foram divididos aleatoriamente em 2 grupos, controle e 

tratado, com 24 animais por grupo. Três dias após a inoculação de células 

tumorais, foi iniciado o protocolo de tratamento, com administração por gavagem 

oral de solução hidro alcóolica (5 %) de losartana potássica (40 mg/Kg) por um 

período de 9 dias, enquanto o grupo controle recebeu volume equivalente do 

veículo pela mesma via de administração. A progressão tumoral foi 

acompanhada e quando os tumores se tornaram mensuráveis, passaram a ser 

medidos, com auxílio de um paquímetro, até a eutanásia dos animais.  

 

4.5. Administração do marcador de hipóxia para análise ex vivo  

 

Como padrão interno, utilizou-se o marcador pimonidazol, referido como 

“padrão ouro” na coloração imuno-histoquímica de regiões hipóxica de tumores 

biopsiados. O marcador foi adquirido do kit comercial fornecido pela empresa 

Hypoxiprobe™ (Natural Pharmacia International, Inc. (NPI), Massachusetts, 

EUA) e administrado segundo o protocolo recomendado. O ativo foi dissolvido 

em solução de DMSO em salina a 10% e administrado por injeção intraperitoneal 

para uma dose de 60 mg/ kg uma hora antes da eutanásia dos animais.   

 

Figura 12. Inoculação ortotópica da linhagem de células de tumor de mama 4T1. 
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4.6. Imagens PET, SPECT e CT 

 

4.6.1. Administração do radiotraçadores 

 

Após 9 dias de tratamento com losartana, um subgrupo de animais 

controle e tratado foi submetido a aquisição de imagens PET/CT com o traçador 

de metabolismo glicolítico  [18F]FDG (n=12). No 10º dia de tratamento os animais 

foram anestesiados com isoflurano a 3 % por volume de ar sintético e aquecidos 

a 37°C por manta térmica. Os radiotraçadores foram administrados por via 

endovenosa (veia caudal) com atividade de cerca de 37 MBq (1 mCi) em volume 

de 100 µL. Foi respeitado um período de biodistribuição de 2 horas para os 

traçadores [99mTc]Tc-HL91 e [18F]FAZA e 45 minutos para a [18F]FDG, e as 

imagens de SPECT/CT   (item Erro! Fonte de referência não encontrada., n=18) 

ou PET/CT (item 4.2.2, n=15). Durante todo o procedimento os animais foram 

mantidos sob anestesia com isoflurano a 3 % por volume de ar sintético.  

 

4.6.2. Protocolos de aquisição  

 

Os animais foram posicionados em decúbito dorsal sobre a maca 

aquecida no equipamento TriFoil Triumph Trimodality (PET/SPECT/CT) 

dedicado a pequenos animais, sendo a anestesia mantida até a finalização do 

exame com o auxílio de uma máscara inalatória acoplada ao equipamento.  

Para aquisição das imagens SPECT utilizou-se colimador de alta 

resolução multipinhole N5F75A10 com abertura de 5 furos de 1 mm cada. O 

protocolo de aquisição compreendeu 32 projeções de 90 segundos por imagem 

em rotação de 180° por detector e tempo médio de aquisição de 50 minutos. A 

seguir realizou-se um protocolo de 1,07 min de aquisição de 256 projeções de 

imagens CT com magnificação de 1,3x e FOV (Field of View) de 91,08 mm para 

corregistro das informações anatômicas dos animais. 

O protocolo de aquisição das imagens PET compreendeu uma única 

posição de bed de 30 minutos com FOV de 46 mm. Antecedendo as imagens 

PET foi procedido protocolo de 1,07 min de aquisição de 256 projeções de 
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imagens CT com magnificação de 1,3x para corregistro das informações 

anatômicas dos animais. 

 

4.6.3. Reconstrução e processamento de imagem  

 

As imagens foram reconstruídas em software próprio do equipamento 

(Unified Console- UC, TriFoil Imaging – EUA), empregando o método OSEM-3D 

(ordered subsets expectation maximization) com 20 iterações e 5 subconjuntos 

para as imagens PET e 5 iterações e 8 subconjuntos para as imagens SPECT, 

e, as tomografias computadorizadas, reconstruídas por retroprojeção filtrada 

(FBP – filtered back projection).  

As imagens PET e SPECT foram fusionadas com suas respectivas 

imagens de CT. O processamento utilizou as ferramentas de desenho do 

software de domínio público 3D Slicer (Brigham and Women's Hospital/ Harvard 

Medical School) para contorno manual dos volumes de interesse (VOI – do 

inglês: volume of interest) do tumor total e suas zonas de hiper e hipocaptação. 

Uma vez determinados, os VOI foram convertidos no formato DICOM e 

exportados para o software de imagem pré-clínica AMIDE (Free Software – 

UCLA/ Stanford University) para obtenção de dados estatísticos.  

 

4.6.4. Segmentação dos volumes de interesse  

 

Sobre as imagens fusionadas foram desenhadas manualmente regiões 

de interesse (ROI – do inglês: region of interest) em cada corte da imagem 

tomográfica dando origem aos volumes de interesse sobre a massa tumoral e 

diferentes tecidos ou órgãos selecionados como parâmetro normal ou sadio:  

TUMOR (T): volume total do tumor; MÚSCULO (M): cuja padronização se deu 

pela média da captação de três VOI elipsoides independentes de mesma medida 

– I) região dorsal esquerda, II) região proximal da pata dianteira ipsilateral, III) 

região proximal da pata dianteira contralateral ao tumor; PULMÃO (P): VOI 

compreendendo o órgão inteiro; CÉREBRO (C): VOI compreendendo o órgão 

inteiro; MAMA CONTRALATERAL (CL): VOI elipsoide de 2,5 mm³ 

compreendendo a região da mama sadia; POOL SANGUÍNEO (S): pool cardíaco 
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caracterizado por VOI elipsoide de 5 mm³ na região do coração e processo 

aórtico; FÍGADO (F): VOI compreendendo o órgão inteiro.  

 

 

Figura 13. Esquerda: renderização da imagem fusionada PET/CT. Direita: Reconstrução 
tridimensional dos volumes de interesse: C- Cérebro (Em rosa forte delimitado pelo 
espaço intracraniano); M - Músculo (três VOI elipsoides de mesma cor), CL - Mama Contra 
Lateral, T – tumor propriamente dito, S – Pool Sanguíneo, P – Pulmão, F – Fígado.  

 

4.6.5. Segmentação por intensidade de captação  

 

A delimitação de regiões tumorais por intensidade de captação seguiu em 

duas etapas: o VOI definido para cada tumor foi empregado como template para 

normalização das imagens funcionais, substituindo por zero os valores de 

captação na vizinhança e preservando a matriz contida na região delimitada pela 

máscara, de modo a facilitar a visualização de mínimos e máximos dentro da 

massa tumoral (Figura 2 - C).  
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Para minimizar o viés observacional foi mantida a escala de cor gerada 

automaticamente pelo software para as imagens funcionais (Figura 2 - E) e 

estratificada para a obtenção dos seguimentos: HIPERCAPTANTE (H):  regiões 

compreendidas do vermelho ao amarelo; NORMOCAPTANTE (N):  regiões 

compreendidas do verde ao azul claro. HIPOCAPTANTE (H): regiões 

delimitadas do marinho ao negro.  

A partir destes VOI foram extraídos dados numéricos do volume descrito 

em milímetros cúbicos (mm³), CAPTAÇÃO MÉDIA - definida pela média das 

contagens no conjunto de vóxels componentes do VOI e CAPTAÇÃO MÁXIMA 

- definida pela contagem do vóxel de maior valor dentre o conjunto de vóxels 

componentes do VOI. A seguir estes valores foram utilizados para quantificação 

relativa, sendo a relação Tumor/Músculo o principal parâmetro observado.  

 

4.7. Ensaios ex vivo 

  

Os tumores excisados dos animais imageados foram pesados e divididos 

em três partes. A primeira foi pesada e imediatamente submetida a contagem 

para o ensaio de biodistribuição ex vivo (item 4.7.1). A segunda, incorporada em 

meio O.C.T. (Tissue-tek, Sakura Finetek, JPN), congelada e cortada em criostato 

para análise por autorradiografia e imuno-histoquímica. A terceira, fixada em 

Figura 14 - Na linha superior representações tridimensionais dos VOI gerados pela soma 
das ROI manuais. Na inferior, corte coronal da imagem multimodais localizando as ROI 
adquiridas; A - volume tumoral total em verde, B - disposição das 3 ROI musculares 
independentes em amarelo, C – região de hipercaptação do radiofármaco em vermelho D – 

região de captação intermediária em amarelo, E – região de hipocaptação.  
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solução de paraformaldeído a 4 %, por 24 horas, seguida de etanol absoluto, por 

24 horas, para posterior inclusão em parafina, processamento e coloração com 

hematoxilina e eosina (realizado no laboratório de patologia do CTO/ICESP). 

 

4.7.1. Biodistribuição ex vivo 

 

Após a aquisição das imagens os animais, ainda anestesiados, foram 

eutanasiados por excisão cardíaca, para análise da biodistribuição ex vivo. 

Foram coletados integralmente o cérebro, tireoide, coração, pulmões, estômago, 

baço, fígado, vesícula biliar, rins, bexiga, tumor e amostras do intestino grosso, 

intestino delgado, músculo, osso, sangue e urina. Após a coleta e pesagem em 

balança analítica, a atividade em cada órgão foi aferida em contador de cintilação 

Hidex Automatic Gamma Counter (Hidex Oy, FIN) para posterior análise 

proporcional. Os pesos e contagens da atividade radioativa para cada órgão 

foram correlacionados para fornecer uma estimativa da biodistribuição do 

radiofármaco no organismo do modelo. Para tanto foi utilizada Taxa de Captação 

expressa pelo coeficiente percentual de dose injetada por grama de órgão 

(%DI/g). 

 

4.7.2. Análise histológica 

 

4.7.2.1. Avaliação das zonas de hipóxia tumoral por 

autorradiografia  

 

Após a eutanásia dos animais, os tumores foram retirados e processados 

em criostato em cortes com espessura de 40 µm dispostos sobre lâminas de 

microscopia. As lâminas foram expostas overnight a uma placa de 

armazenamento fotoestimulável (BAS-IP MS Storage Phosphor Screens, GE 

Healthcare, GER). Após a exposição, a placa foi escaneada em equipamento 

dedicado (Typhoon FLA 9500 - GE Healthcare, GER). O sinal gerado foi 

processado em autorradiografias com pixels de 25 µm submetidas a análise 
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qualitativa e semi-quantitativa com auxílio do software de processamento de 

imagem domínio público ImageJ (NIH, EUA).  

 

4.7.2.2. Análise Imuno-histoquímica  

 

4.7.2.2.1. Coloração imuno-histoquímica das regiões de 

hipóxia  

 

Todos os animais receberam injeção intraperitoneal do marcador exógeno 

de hipoxia, pimonidazol (HypoxyprobeTM Omnikit, EUA), na dose de 60 mg/kg, 

uma hora antes da eutanásia para adequada biodistribuição do traçador.  Cortes 

em espessura de 5 µm provenientes das seções dos tumores emblocadas em 

parafina foram submetidos a coloração imuno-histoquímica com anticorpo anti-

pimonidazol e auxílio do Kit de detecção IHC HRP/DAB (ABC) específico para 

coelho (Abcam, Reino Unido) segundo protocolo do fabricante. 

As lâminas foram mantidas em estufa a 60º C por uma hora para iniciar a 

desparafinação, a seguir lavadas em xilol e imersas em soluções hidroalcoólicas 

com concentrações crescentes de água para reidratação dos cortes. Em seguida 

foi procedida a inibição da peroxidase endógena por incubação dos cortes em 

solução de peróxido de hidrogênio a 3% em metanol durante 10 minutos.  

A recuperação antigênica se deu por imersão dos cortes em tampão 

citrato 1M (pH 6,0) e aquecimento em banho maria a 95º C pelo período de 20 

minutos. Os cortes foram cobertos com solução de leite em pó Molico® (5% em 

PBS contendo triton-X à 1%) durante 1 hora para bloqueio de ligações 

inespecíficas. Então as lâminas foram finalmente cobertas com anticorpo 

primário de coelho (Rabbit antisera- HypoxyprobeTM Omnikit, EUA) em diluição 

de 1:50, e incubados overnight em câmara fria (2-8º C).   

Após a lavagem dos cortes com PBS para remoção do excesso de 

anticorpo primário, os cortes foram expostos ao anticorpo secundário biotinilado 

anti-coelho, produzido em cabra (Biotinilated Goat polivalent – Abcam), durante 

10 minutos em temperatura ambiente. Os cortes foram lavados e incubados com 

o complexo estreptoavidina peroxidase (Abcam) por 10 min em temperatura 
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ambiente e finalmente corados com diaminobenzidina (DAB) pelo tempo médio 

de 1 minuto e 50 segundos.   Os cortes foram contra corados com hematoxilina 

por 45 segundos. 

 

4.7.2.3. Coloração imuno-histoquímica de células endoteliais 

 

Cortes tumorais parafinizados de 5 µm foram submetidos a coloração 

imuno-histoquímica com anticorpo primário de coelho anti-CD31 e coloração 

com o Kit de detecção IHC HRP / DAB (ABC) específico para coelho (ab64261 

– Abcam, Reino Unido) segundo o protocolo do fabricante.  

As lâminas foram mantidas em estufa a 60º C por uma hora para iniciar a 

desparafinação, a seguir lavadas em xilol e imersas em soluções hidroalcoólicas 

com concentrações crescentes de água para reidratação dos cortes. Em seguida 

foi procedida a inibição da peroxidase endógena por cobertura dos cortes com 

peróxido de hidrogênio a 3% em metanol durante 10 minutos. A recuperação 

antigênica se deu por imersão dos cortes em tampão tris-EDTA 1M (pH 9,0) e 

aquecimento em banho maria a 100º C pelo período de 20 minutos. Os cortes 

foram cobertos com solução de leite em pó Molico® (5% em PBS contendo triton-

X à 1%) durante 1 hora para bloqueio de ligações inespecíficas. Então as lâminas 

foram finalmente cobertas com anticorpo primário de coelho (CD31 (PECAM-1) 

(D8V9E) XP® Rabbit mAb – Cell Signaling Technology, EUA) em diluição de 

1:20, e incubados overnight em câmara fria (2-8º C).  Após a lavagem dos cortes 

com PBS para remoção do excesso de anticorpo primário, os cortes foram 

expostos ao anticorpo secundário biotinilado anti-coelho, produzido em cabra 

(Biotinilated Goat polivalent – Abcam), durante 10 minutos em temperatura 

ambiente. Os cortes foram lavados e incubados com o complexo estreptoavidina 

peroxidase (Abcam) por 10 minutos em temperatura ambiente e finalmente 

corados com diaminobenzidina (DAB) pelo tempo médio de 1 minuto e 50 

segundos. Os cortes foram contra corados com hematoxilina por 45 segundos. 
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4.7.5. Coloração hematoxilina-eosina 

 

A coloração hematoxilina-eosina foi realizada no laboratório de patologia do 

CTO-ICESP segundo protocolo padrão do serviço. A saber: após a 

desparafinação em xilol, as lâminas foram reidratadas por imersão em soluções 

de etanol com concentrações sucessivas de água por 5 minutos e então 

submersas em água corrente por 4 minutos. A coloração com hematoxilina de 

Harris se deu por imersão na solução por 10 minutos seguida de lavagem em  

água corrente por 10 minutos e água amoniacal 0,5% por 30 segundos seguida 

de nova lavagem em  água corrente por mais 10 minutos. A cuba foi preenchida 

com eosina pelo período de 45 segundos e lavada abundantemente em  água 

corrente por mais 10 minutos. Então as lâminas foram submetidas a 

desidratação em solução alcóolica de 70-100% em concentrações progressivas, 

xilol e montagem. As imagens dos cortes foram obtidas com auxílio do 

microscópio eletrônico EVOS® FL5000 Auto Imaging System.  

 

4.8. Análise estatística 

 

A análise estatística dos dados foi realizada com auxílio do software 

MinitabTM (Minitab Inc, EUA). Para avaliar a aderência à curva normal utilizou o 

teste Kolmogorov-Smirnov e a homogeneidade de variâncias foi testada pelo 

teste de Levenne. As diferenças entre as médias foram testadas pelo teste T de 

Student ou Teste U de Mann-Whitney enquanto comparações múltiplas foram 

feitas por ANOVA ou Kruskal-Wallis, a depender da distribuição. Para 

confirmação da inferência estatística foi utilizada a abordagem do intervalo de 

confiança da diferença, ou teste exato de Tukey. 

 

5. Resultados e discussão 

 

5.1. Obtenção do traçador [99mTc]Tc-HL91 

 

O [99mTc]Tc-HL91 foi obtido através de kits liofilizados desenvolvidos no 

laboratório. Em trabalho prévio (sua monografia), foi desenvolvido as condições 
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para a preparação do kit liofilizado. Marcações foram realizadas utilizando 

solução de [99mTc]TcO4
- não eluída a mais que 2 h, de gerador eluído 

previamente a no máximo 24 horas. Essa condição foi primordial para obtenção 

de eficiência de marcação superior a 95 %. Nessa condição foi possível a 

marcação com atividade de até 20 mCi. O perfil cromatográfico de uma das 

análises está demonstrado na figura 15. 

 

 

Figura 15. Representação do perfil cromatografico das espécies [99mTc]Tc-HL91, 

[99mTc]TcO4
-, [99mTc]TcO2, nos sistemas cromatográficos: A) TLC-SG/NaCl 0,9 % 

e B) W4/H2O 

 

 

5.2. Obtenção do traçador [18F]FAZA 

 

O radiotraçador [18F]FAZA apresentou rendimento de marcação de 27 % 

(não corrigido para o decaimento) e pureza radioquímica maior que 94 %, após 

purificação em coluna preparativa. 

Na Figura 16 B é apresentado um radiocromatograma da análise da 

pureza após a purificação, com o [18F]FAZA apresentando tempo de retenção de 

15,5 min, condizente com o tempo de retenção observado para uma amostra de 

padrão não radioativo (Figura 16 A). Devido a problemas no detector de UV, foi 

recuperado uma cromatograma realizado em outra oportunidade. 
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A 

 

 

B 

 

 

Nome Início 
(min) 

Fim 
(min) 

Retenção 
(min) 

Área 
(CPM) 

%ROI 
(%) 

Impureza 3,20 3,80 3,40 50533,1 5,73 
[18F]FAZA 15,20 16,40 15,50 1008429,4 95,22 

    1058962,5 100,00 
 

 

Figura 16. Representação do perfil cromatografico do; (A) padrão de [19F]FAZA 

determinado em detector de UV a 220 nm, (B) do composto radiomarcado 

[18F]FAZA. 
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5.3. Acompanhamento da progressão tumoral 

 

 

A progressão tumoral foi acompanhada ao longo do tratamento e medidas 

foram tomadas com um paquímetro a partir do momento que as massas tumorais 

se tornaram mensuráveis, a partir do 10º dia após a inoculação. A curva de 

crescimento do tumor não foi afetada pela farmacoterapia (Figura 15). Houve 

grande variação nos volumes tumorais dentro dos grupos controle e tratado 

(Figura 13 – A e C) e apenas 3 dos animais não apresentaram qualquer 

desenvolvimento tumoral, sendo que em 2 deles foram encontrados abcessos 

no local da inoculação.  
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Figura 15. Linha temporal e curva de crescimento de tumores de mama 4T1 de fêmeas tratadas 

em não tratadas com losartana pelo período de 15 dias.  (n = 5 animais por grupo). 
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Figura 16. Gráfico da estimativa de correlação entre os dados dos volumes tumorais 
obtidos por aferição com paquímetro e contorno da massa tumoral sobre a imagem de CT. 

 

Não foram demonstradas diferenças significativas entre as médias dos 

valores de massa tumoral coletados para cada grupo após a eutanásia (Figura 

17- B) ou de volume tumoral determinado por tomografia computadorizada 

(Figura 17. Efeito do losartana sobre tumores de mama 4T1 de animais Balb/c fêmeas. Os 

animais foram tratados por gavagem a partir do 3º dia após a inoculação de células durante 7 

dias. Losartana: 10mg/kg em 100 µL de solução hidroalcóolica (5%). Veículo: 100 µL de solução 

hidroalcóolica (5%).   A- Volume tumoral (mm3) obtido por tomografia computadorizada. B – 

Massa tumoral aferida em balança analítica imediatamente após a dissecção. Comparação entre 

as médias por teste T de Student.  Dados apresentados como média e desvio padrão.  C – Painel 

com registro fotográfico dos tumores logo após a dissecção. 

 - C), o que está em consonância com os dados apresentados na literatura 

para o modelo e protocolo de tratamento adotados 81.  
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Figura 17. Efeito do losartana sobre tumores de mama 4T1 de animais Balb/c fêmeas. Os 
animais foram tratados por gavagem a partir do 3º dia após a inoculação de células 
durante 7 dias. Losartana: 10mg/kg em 100 µL de solução hidroalcóolica (5%). Veículo: 
100 µL de solução hidroalcóolica (5%).   A- Volume tumoral (mm3) obtido por tomografia 
computadorizada. B – Massa tumoral aferida em balança analítica imediatamente após a 
dissecção. Comparação entre as médias por teste T de Student.  Dados apresentados 
como média e desvio padrão.  C – Painel com registro fotográfico dos tumores logo após 
a dissecção. 
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Foram encontrados relatos na literatura atestando a influência do bloqueio 

AT1 sobre o crescimento tumoral e metástase, entretanto, os trabalhos referem 

a administração de doses muito superiores de losartana em modelos tumorais 

diferentes do empregado neste estudo 55, 64.   

 

5.4. Análise histopatológica  

 

A análise histológica por coloração com hematoxilina e eosina evidenciou 

em ambos os grupos tumores anaplásicos e sem a arquitetura característica do 

parênquima saudável. Na maior extensão dos tumores é encontrado um padrão 

de celularidade elevada em arranjo sólido e homogêneo. Em sua maioria, as 

células se assemelham a células do epitélio ductal, são pequenas com núcleos 

grandes e hipercorados, mas vesiculosos, o citoplasma é escasso e de limites 

imprecisos, porém, estão arranjadas em arquitetura difusa.  

 

Figura 18.  Imagem representativa do tecido neoplásico viável caracterizada por células 
em diferentes estágios do ciclo celular (prófase, seta verde; anáfase, seta rosa; telófase, 
seta vermelha), atipias celulares (setas brancas) e mitóticas. A linha amarela destaca 
região desmoplásica. 
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Nesta região são vistas células em diferentes estágios do ciclo celular 

(prófase, seta verde; anáfase, seta rosa; telófase, seta vermelha). Há células de 

cromatina frouxa e nucléolo evidente, responsável pela síntese do RNA 

ribossomal, o que sugere células em franca síntese proteica (setas azuis). Estas 

características denotam tecido viável em proliferação. Também é frequente o 

achado de mitoses atípicas (setas brancas).   A linha amarela destaca região 

desmoplásica onde são visíveis as fibras colagens destacadas e a ocorrência de 

fibroblastos.     

 

 

Foram encontradas quatro diferentes arquiteturas teciduais ao longo da 

massa tumoral. Externamente, tecido conjuntivo denso modelado compondo 

uma cápsula fibrosa com abundância de fibras colágenas (rosa) e alguns corpos 

celulares esparsos. Margeado por esta cápsula surge uma camada de estroma 

com aspecto conjuntivo frouxo. Há grande frequência de fibroblastos conferindo 

aparência fusiforme que transiciona para a região de maior celularidade, e por 

tanto mais corada no tumor.  Por fim, na região mais interna se encontra a 

N 

C 

F 

T 

Figura 19. Corte representativo da arquitetura tumoral. C - Capsula fibrosa, F- tecido 
conjuntivo frouxo, T - estroma tumoral, N - necrose. 
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estrutura de menor celularidade, com núcleos esparsos, presença infiltrado 

inflamatório crônico, núcleos picnóticos, cariorrexe e  resquícios do produto final 

da cariólise formando um agregado eosinófilo e anucleado, por vezes retraído 

ou fragmentado, dando origem aos espaços vazios encontrados nos cortes. A 

proporção entre as formações teciduais, assim como a celularidade em cada 

arquitetura variou consideravelmente entre os tumores. 

 

Figura 20. A) Necrose coagulativa 200µm; B) Necrose coagulativa 50µm (ampliação da 
zona de transição): as setas brancas apontam os abundantes núcleos picnóticos 
distribuídos por todo o quadro. As setas pretas, linfócitos infiltrados identificados por 
seus núcleos pequenos e arredondados e podem ser vistos em todo o corte. As setas em 
verde apontam o material necrótico composto de restos celulares derivados de cariólise, 
com maior eosinofilia e ausência de núcleo. 

 

Foram encontrados diferentes padrões de necrose coagulativa 

abundância de infiltração de linfócitos aglomerados em padrão cordonal, 

circundando regiões de maior ou menor acúmulo de linfa, material hemorrágico 

e produto de cariólise, nestas regiões se tornam mais raras as células 

neoplásicas. De modo geral as regiões de necrose estavam compreendidas em 

regiões centrais do tumor e apresentavam menor densidade de células do que 

regiões corticais. 
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CL 

50 µm 

Figura 21. Mancha formada por produto de cariólise (CL). A seta aponta presença de 
hemácias decorrentes de hemorragia típica em centros necróticos. Barra de escala: 
50µm. 
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Foram observadas evidências de micro vasculatura tumoral em diferentes 

regiões do tumor. Vasos mais externos ou corticais tendiam a apresentar formas 

mais harmoniosas e eventualmente mais de uma cama de células, embora 

evidentemente não passassem de pequenas vênulas e arteríolas. Nas regiões 

medulares dos tumores foram vistos vasos mais alongados e disformes, 

formados por apenas uma camada de células endoteliais frequentemente 

descontinua e extravasada por hemácias.   

 
Figura 23. Fotografias representativas das seções de coloração H&E registrando ácinos 
íntegros característicos da arquitetura ductal. Esquerda (escala de 200 µm): região 

 

Figura 22. Diferentes estruturas microvasculares contendo evidências de células 
hematólogicas. As setas amarelas apontam linfócitos infiltrados. As setas prontas 
apotam vasos irregulares, de lumem aberto e preenchidos per hemácias. 
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marginal do tumor evidenciando ácino organizado envolto por tecido adiposo seguida de 
região de alta celularidade em padrão fusiforme. Direita (escala de 50 µm): ácino envolto 
por tecido mioepitelial abundante delimitado por discreta capsula fibrosa (Não se trata da 
mesma lâmina). 

 

Nas regiões limítrofes ao tumor, foram encontradas estruturas glandulares 

perfeitas: ácinos caracterizados por grande número de células epiteliais 

colunares organizadas em estruturas circulares rodeadas por células 

mioepiteliais e abundante tecido conectivo. O achado é indício de sucesso na 

injeção ortotópica, uma vez que estruturas organizadas não são típicas de 

aloenxertos ortotópicos ou heterotópicos de linhagens morfologicamente 

indiferenciadas como é o caso da linhagem 4T1. 177-179 

 

 

Figura 24. A) Músculo adjacente a massa tumoral.  B) Fibras musculares invadidas e 
envoltas pela massa tumoral (setas brancas). 

 

Embora a presença de cápsula fibrosa na delimitação do tumor ateste a 

ausência de infiltração do tecido limítrofe, também foi observada em um dos 

cortes a presença de fibras musculares completamente imersas no estroma 

tumoral, demonstrando o potencial invasivo deste tipo tumoral relatado pela 

literatura. 
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5.5. Imagens pré-clínicas 

 

5.5.1. Estudo da captação da [18F]FDG 

 

O traçador [18F]FDG é um dos principais  radiotraçadores utilizado na 

determinação da presença e viabilidade de massas tumorais, primárias ou 

metastáticas.  A análise qualitativa das imagens PET com [18F]FDG permitiu 

clara visualização de formações hipercaptantes altamente contrastantes do 

fundo, em padrão nodular e em posição anatômica compatível com o local de 

inoculação das células tumorais. Em todos os animais estas regiões estavam em 

coincidência com a massa opaca observada na CT. Além da massa tumoral, as 

imagens mostraram regiões de captação proeminente no cérebro, glândulas 

Harderianas, algumas regiões de músculo esquelético, coração e gordura 

marrom indicados pelas setas.  

Em apenas 2 dos 12 tumores foram encontradas regiões com captação 

reduzida, sugestivas de centros necróticos, embora não se possa descrtar  a 

presença de células ainda viáveis, mas quiescentes, e por conseguinte 

hipocaptantes.Condições de hiperglicemia (> 200 mg / dL) reduzem 

significativamente a captação tumoral de [18F]FDG, alegadamente por 

competição entre a glicose e o traçador pelos receptores. Por outro lado, tecidos 

sadios, fígado, coração, músculo e gordura mantem seu perfil de captação 

Figura 25. Imagem representativa dos estudos de captação de [18F]FDG nos cortes axial, 

sagital e coronal com setas indicando regiões de hipercaptação do radiofármaco. 
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independente da glicemia 180. Assim, o índice glicêmico dos animais foi avaliado 

antes da injeção de [18F]FDG, com o auxílio do monitor de glicemia  Accu-Chek 

(Roche Diabetes Care, Suíça) sendo observado um valor médio de 129,5 ± 34,4 

mg/dL (96 - 207 mg/dL). Não foi demonstrada diferença significativa entre os 

índices glicêmicos dos grupos tratado e controle (Valor-p = 0,166). As médias de 

volume tumoral dos dois grupos analisados foram comparadas para assegurar 

que as amostras tenham sido selecionadas de maneira homogênea (p-valor = 

0,7636).  
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Figura 26. A) Tumores de animais tratados com losartana tem maior avidez por glicose em 
comparação aos de animais controle (p- valor = 0,0369 e IC95% = -2,739; -0,1057, n = 7). B) 
Curva de regressão linear e ensaio de correlação de Spearman demonstrando a ausência 
de correlação entre a captação de [18F]FDG e o respectivo volume tumoral (rSpearman = -
0,2321, p-valor = 0,2340, n = 12).  C) Curva de regressão linear e ensaio de correlação de 
Spearman demonstrando a ausência de correlação entre a captação de [18F]FDG e a 
correspondente captação do traçador de hipóxia [99mTc]Tc-HL91.  

 

Devido à grande variabilidade nos valores encontrados em imagens pré-

clínicas com modelos de pequeno porte, a avaliação do metabolismo de glicose 

dos tumores se deu pela normalização da captação tumoral em função da 

hepática (Razão Tumor/Fígado). 167, 181, 182 A quantificação relativa da captação 

demonstrou que tumores de animais tratados com losartana tem maior avidez 

por glicose em comparação aos de animais controle com uma diferença entre as 

médias de 1,423±0,591 (p- valor = 0,0369 e IC95% = -2,739; -0,1057, n = 7). A 

correlação entre a captação padrão de [18F]FDG (SUVMax) e o volume tumoral foi 

testada pelo ensaio de correlação de Spearman mostrando um coeficiente de 

correlação negativo e extremamente fraco (rSpearman= -0,0979; p-valor = 0,3832, 

n = 12), o que sugere ausência de relação causal entre o metabolismo e o volume 

do tumor, ou seja, aumento da massa tumoral não influencia na captação do 
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traçador que no caso é parâmetro do metabolismo de glicose. A correlação entre 

hipóxia tumoral e o metabolismo glicolítico também foi avaliada com resultados 

não significativos (rSpearman = 0,1071; p-valor = 0,4198, n = 7). A ausência de 

correlação entre as intensidades de captação dos traçadores (Figura 26 -C) e as 

distribuições locorregionais incongruentes (reforçam a noção de 

heterogeneidade do microambiente tumoral. A partir dos resultados obtidos é 

possível levantar duas hipóteses distintas, I) losartana teve um efeito 

potencializador sobre o metabolismo tumoral, II) a melhor perfusão sanguínea 

promovida pelo anti-hipertensivo levou a uma maior entrega de [18F]FDG ao 

tecido.   

 

5.5.2. Avaliação do traçador [99mTc]Tc-HL91 

 

5.5.2.1. Prova de conceito: [99mTc]Tc-HL91 como traçador de 

hipóxia 

 

Uma etapa importante no desenvolvimento de um radiotraçador é sua 

validação para a finalidade a que se destina. Para tanto diferentes técnicas 

podem ser empregadas. A prova de conceito da adequabilidade do [99mTc]Tc-

HL91 como traçador de hipóxia se deu pela comparação de imagens 

autorradiográficas de cortes histológicos dos tumores excisados dos animais 

após aquisição das imagens SPECT/CT e análise imuno-histoquímica de cortes 

adjacentes com anticorpo anti-pimonidazol (n=3). Adicionalmente as imagens 

foram comparadas a cortes histológicos submetidos a coloração clássica com 

hematoxilina-eosina e análises imuno-histoquímicas com anticorpo anti-CD31 

para verificar a distribuição endotélio vascular. 
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Na figura 26 é apresentada a evidente similaridade morfológica entre 

regiões imunorreativas para o anticorpo anti-pimonidazol e regiões 

hipercaptantes do radiofármaco confirmando qualitativamente a adequabilidade 

do traçador para a observação da presença de tecido hipóxico no tumor. As 

diferenças na intensidade do sinal observado em cada caso (a saturação do DAB 

na imuno-histoquímica – Coluna B - e os tons vermelhos na escala de cores para 

a autorradiografia – Coluna A) podem se dever a fatores intrínsecos a cada 

técnica. Se bem procedido, o protocolo de coloração com pimonidazol o 

composto não ligado é lavado com relativa eficiência e a coloração final mostra 

apenas adutos de pimonidazol, enquanto a autorradiografia apresenta também 

o sinal do traçador não ligado (sinal inespecífico). 

A distribuição dos vasos CD31+ visualizados na imuno-histoquímica com 

anticorpo anti-CD31 (Coluna C) não coincide com estas regiões, ao contrário, os 

padrões de deposição do cromógeno parecem complementares, em acordo com 

a natureza do tecido hipóxico e indicativo de que o acúmulo se deve a captação 

diferencial e não a perfusão. Quando comparamos a autorradiografia às 

correspondentes lâminas de  H&E notamos que as regiões hipercaptantes 

coincidem com regiões de alta celularidade, geralmente aproximadas ou 

circundantes de regiões hipocaptantes coincidentes com regiões de menor 

densidade celular e maior eosinofilia observadas no H&E. O achado é também 

indício da capacidade do traçador em discriminar entre tecido hipóxico e 

necrótico.  

 

 

5.5.2.2. Captação tumoral do [99mTc]Tc-HL91: Imagens 

SPECT/CT 

 

As imagens SPECT/CT representaram um desafio para análise e 

semiquantificação. Embora tenha sido previsto que a via de excreção do traçador 

impactaria na visualização da lesão, uma vez que a primeira mama cervical 

direita foi selecionada para a inoculação das células tumorais, o impacto da 

hipercaptação sobre a qualidade das imagens foi expressivo e a visualização da 
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captação tumoral só era possível com a manipulação da escala de cor. E quanto 

menor o tumor (Figura 27 A- Volume de 56 mm³), mais difícil a visualização.  

 

Figura 28. Renderizações 3D das imagens fusionadas SPECT/CT com [99mTc]Tc-HL91 
representando os diferentes perfis de captação em tumores com diferentes dimensões. 

Na Figura 27, a imagem A, com FOV de 60 mm, permitiu a visualização 

de toda a extensão do fígado, com destaque para o acúmulo na vesícula biliar, 

mais abaixo são visualizadas as partes superiores dos córtex renais. Entretanto 

a baixa intensidade de captação na pequena massa tumoral tornou necessária 

a manipulação da escala de tal maneira que permitiu a visualização do pool 

sanguíneo no ventrículo esquerdo. Na imagem B está representado um tumor 

de 195 mm³, e, embora seja possível notar a heterogeneidade da captação 

tumoral, áreas de hipocaptação ou hipercaptação são difíceis de distinguir. 

Mesmo quando o FOV é limitado à região do, ainda é possível visualizar a 

captação nas glândulas parótidas e submandibulares e alguma captação na 

tireóide na mesma intensidade do tumor.  

Assim para visualizar adequadamente a captação tumoral, foram criadas 

máscaras a partir do o VOI definido para cada tumor, empregadas como template 

para normalização das tomografias por emissão, substituindo os valores de 

captação na vizinhança por zero e preservando a matriz contida na região 

delimitada pela máscara de modo a facilitar a visualização de mínimos e 

máximos dentro da massa tumoral. 
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5.5.3. Avaliação do efeito da farmacoterapia por análise de imagens 

SPECT/CT 

 

 

5.5.3.1. Análise semiquantitativa: Captação relativa 

 

Na análise de tumores com traçadores SPECT o dado fundamental é a 

quantificação relativa da captação tumoral em relação ao tecido sadio adjacente 

ao tumor ou em região contralateral. O tecido sadio mais empregado em estudos 

de hipóxia é o músculo, mas outros tecidos podem ser empregados dependendo 

da topografia do tumor. Neste estudo, músculo e pulmão foram utilizados como 

referência. 

A captação tumoral média de [99mTc]Tc-HL91 normalizada pelo músculo, 

(ou relação T/M) dos animais tratados com losartana foi de 8,19 ± 2,36 (n=7) e 

de animais controle 11,97 ± 7,59 (n=7). A diferença entre as médias foi de 

3,78±3,01. O teste T de Student não demonstrou significância estatística (p= 

0,233) para esta diferença (Figura 29-C), confirmado pelo intervalo de confiança 

de 95% (IC95%) = (-2,75; 10,34). As médias das captações relativas máximas T/M 

também foram comparadas e a diferença entre as médias também não 

demonstrou significância estatística (p=0,3611) (Figura 29-D). Frente a ausência 

de efeito observado frente a relação tumor músculo, foram levantados 

questionamentos com relação adequabilidade do tecido como padrão, uma vez 

que o stress e fadiga muscular poderiam criar um viés afetando tanto a perfusão 

quanto o status de hipóxia, o que poderia variar drasticamente de indivíduo para 

indivíduo. 183  

Assim outros órgãos e tecidos foram avaliados na tentativa de encontrar 

diferenças mensuráveis entre os modelos. Aqui são apresentados os dados 

obtidos da relação da captação tumoral e pulmonar. Assim como os outros 

estudos, empregando valores médios de captação dentro do volume de 

interesse, a comparação do parâmetro entre os dois grupos não demonstrou 

significância estatística. Entretanto quando observada a relação entre os valores 

de pixel máximo dentro do VOI (Figura 29- F), a diferença entre as populações 

(6,196 ± 2,758) passa a ser substancial (p=0,0442 e IC95% = (0,1882; 12,20)). 
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Extensa pesquisa foi realizada no intuito de encontrar ensaios similares, 

entretanto, o emprego da razão tumor/pulmão na avaliação de traçadores de 

hipóxia apenas foi descrita para tumores pulmonares primários ou 

metastáticos184, enquanto estudos empregando a captação muscular como fator 

de normalização são abundantes na literatura tanto para traçadores SPECT 

quanto PET na análise de imagens pré-clínicas e clínicas.72, 102, 173, 184, 185 Outros 

tecidos de referência frequentemente vistos são o sangue, fígado ou 

simplesmente a região circundante ao tumor 167, 181, 182 
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Figura 29. A e B - Gráficos de dispersão (média ± DP) das contagens média e máxima nos 
VOI. C, D, E e F - Gráficos de dispersão (média ± DP) e Valor-p obtido   na comparação 
entre médias pelo teste T de Student. – C) Captação tumoral média de [99mTc]Tc-HL91 
normalizada pelo músculo, (ou relação T/M) dos animais tratados e controle.  D) Captação 
tumoral máxima de [99mTc]Tc-HL91 normalizada pelo músculo, dos animais tratados e 
controle. E) Captação tumoral média de [99mTc]Tc-HL91 normalizada pelo pulmão, (ou 
relação T/P) dos animais tratados e controle.  D) Captação tumoral máxima de [99mTc]Tc-
HL91 normalizada pelo pulmão, dos animais tratados e controle. 
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5.5.4. Efeito da terapia sobre o volume tumoral 

 

  

Os volumes tumorais foram comparados entre os grupos tratado (235,5 ± 

201,5, n=11) e controle (213,7 ± 141,5, n=12). O teste T de Student não 

demonstrou significância estatística (p >0,990). A diferença entre as médias foi 

de 21,88 ± 72,08 e IC 95% = (-171,8; 128,0) demonstrando ausência de efeito 

do tratamento sobre volume tumoral.   
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5.5.4.1. Captação relativa média versus volume tumoral 

 

Para avaliação do comportamento do radiofármaco foi observada a 

correlação entre a captação relativa avaliada pela razão TUMOR/MÚSCULO 

(T/M) e o volume tumoral, independente de tratamento.  
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Figura 30 - Gráfico de dispersão (média ± DP) de volumes tumorais dos animais (VOI, SPECT/CT). 

p-valar obtido no teste T de Student. 

Figura 31 - Regressão linear do teste de correlação de Spearman. Razão T/M da captação média 

versus volume tumoral independente de protocolo de tratamento. 
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O ensaio de correlação de Spearman apontou uma relação linear positiva 

e moderada entre as variáveis (ρSpearman = 0,518, p = 0,023, n= 19). Quando os 

dados são estratificados em função do tratamento, o comportamento da reta 

passa ser diferente para os dois grupos: 
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Figura 32- Regressão linear do teste de correlação de Spearman. Razão T/M da captação 
média versus volume tumoral para cada protocolo de tratamento. 

 

O coeficiente de correlação obtido apontou uma relação linear positiva 

forte entre as variáveis para o grupo tratado com losartana (ρSpearman = 0,721, p 

= 0,023, n = 10), enquanto os dados do grupo controle demonstram ausência de 

correlação (ρSpearman = 0,083, p = 0,843, n = 9).  A ausência de correlação foi 

confirmada por IC95% = -70,38; 105,9.  

 

 

5.5.4.2. Estratificação por volume tumoral 

 

Uma vez observada a influência do volume tumoral sobre a captação do 

radiofármaco em ao menos um dos grupos, o parâmetro foi fixado e o 

comportamento do traçador frente à farmacoterapia novamente observado. Para 

isso os dados foram estratificados em faixas categóricas quanto ao volume 

tumoral de acordo com a frequência dos dados estabelecendo três grupos 

homogêneos: Grupo A: 0-140 mm3, Grupo B: 140-280 mm3, Grupo C: >280 mm3. 
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Figura 33 - Gráfico de dispersão (média ± DP) de volume tumoral médio para os grupos: 
Grupo A:  0-140 mm3; Grupo B: 140-280 mm3; Grupo C: > 280 mm3. 

 

O teste exato de Tukey demonstrou diferenças significativas entre a 

captação tumoral média dos três grupos com captação significativamente maior 

para tumores de tamanho intermediário. O dado pode ser justificado pela alta 

frequência de regiões de necrose observada nos tumores acima de 280 mm³, 

enquanto tumores de até 140 mm³ raramente apresentaram tecido necrótico, 

assim como menor marcação dos traçadores de hipóxia, como demonstrado na 

Figura 32, onde vemos a progressão da fração hipóxica com o aumento do 

volume tumoral.   

 

 

 Figura 34 – Gráfico de dispersão (média ± DP) de volume tumoral médio por faixa 
categórica de volume. As médias foram comparadas pelo teste de múltiplas comparações 
de Tukey: * p-Value< 0,05; *** p-Value < 0,0005. 
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Em tumores pequenos, (até 140 mm3) a diferença entre as médias de 

captação relativa foi de 0,5100 ± 1,284. O teste T de Student não demonstrou 

significância estatística (p= 0,3538). O IC95% = (-2,79; 3,81) confirmou ausência 

de efeito do tratamento sobre a captação relativa. Em tumores entre 140 e 280 

mm3 a diferença entre as médias foi de 0,91 ± 2,093. O teste T não demonstrou 

significância estatística (p= 0,3431) e o IC95% = (-4,902; 6,722) confirmou 

ausência de efeito. Em tumores maiores de 280 mm3 a diferença entre as médias 

foi de -0,6083 ± 0,9858. O teste T de Student não demonstrou significância 

estatística (p= 0,3431). O IC95% = (-3,142; 1,926) confirmou ausência de efeito. 

 

 

Figura 35 - A) M07 Grupo Veículo Dia 1: 13º dia após a inoculação de células tumorais 
Volume tumoral = 221 mm³ - Fração em Hipóxia = 34 mm³ - Fração Necrótica = 2,09 mm³.B) 
M07 Grupo Veículo Dia 2: 15º dia após a inoculação de células tumorais Volume = 546 mm³ 
- Fração em Hipóxia = 249 mm³ - Fração Necrótica = 6,64. C2) visualização do VOI delineado 
sobre a região de hipóxia em vermelho e necrose em rosa claro. C1) Imagem de 
autorradiografia do mesmo tumor após a eutanásia evidenciando a concordância entre as 
técnicas.  
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Figura 36 - Gráfico de dispersão (média ± DP) de captação relativa média por grupo de 
tratamento para as três faixas categóricas de volume. 
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5.5.4.3. Extensão da região hipercaptante em função do volume 

tumoral categórico 

 

O teste de múltiplas comparações de Tukey demonstrou diferenças 

significativas entre os volumes hipercaptantes (mm3) nos três grupos com 

evidente proporcionalidade ao volume tumoral. 

 

Figura 37  – Gráfico de dispersão (média ± DP) de volume hipercaptante médio por faixa 
categórica de volume. As médias foram comparadas pelo teste de múltiplas comparações 
de Tukey: ** p-Value< 0,01; *** p-Value < 0,0005. 

 

 

5.5.4.4. Biodistribuição ex vivo do [99mTc]Tc-HL91 

 

Após a aquisição de imagem, 3 animais de cada grupo foram separados 

para amostragem tecidual, pesagem e contagem da aditividade radioativa. Neste 

ensaio foi estabelecida a taxa de captação, expressa em porcentual de dose 

injetada/ g de órgão (% DI / g). As taxas foram comparadas órgão a órgão por 

teste T (Tabela 3. Biodistribuição do traçador [99mTc]Tc-HL91 em animais balb/c 

fêmeas portadoras de tumor de mama 4T1 tratadas e não tratadas com 

losartana. (%DI/g ± Desvio Padrão; n =3 animais por grupo) - * valor-p obtido 

pelo teste T de Student.). 
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Tabela 3. Biodistribuição do traçador [99mTc]Tc-HL91 em animais balb/c fêmeas portadoras 
de tumor de mama 4T1 tratadas e não tratadas com losartana. (%DI/g ± Desvio Padrão; n 
=3 animais por grupo) - * valor-p obtido pelo teste T de Student. 

  Losartana Veículo  L vs V 

Órgãos Média ± D. Padrão Média ± D. Padrão Valor-p* 

Tumor 0,971 ± 0,518 0,538 ± 0,346 0,298 

Músculo 0,307 ± 0,129 0,177 ± 0,016 0,169 

Osso 0,431 ± 0,171 0,316 ± 0,142 0,432 

Sangue 2,841 ± 2,852 1,069 ± 0,158 0,343 

Cérebro 0,117 ± 0,0616 0,058 ± 0,011 0,191 

Tireoide 0,799 ± 0,592 0,511 ± 0,037 0,446 

Coração 0,607 ± 0,318 0,481 ± 0,041 0,531 

Pulmões 1,236 ± 0,356 0,714 ± 0,076 0,067 

Estômago 1,346 ± 1,023 0,783 ± 0,204 0,4 

Baço 1,959 ± 0,784 1,058 ± 0,323 0,139 

Fígado 7,955 ± 5,862 4,365 ± 0,767 0,352 

Vesícula Biliar 5,172 ± 7,939 7,262 ± 4,266 0,709 

Intestino Grosso 2,720 ± 3,114 3,998 ± 7,999 0,809 

Intestino Delgado 1,652 ± 0,7051 1,8523 ± 1,466 0,844 

Rins 3,782 ± 0,524 3,233 ± 0,731 0,347 

Urina + Bexiga 4,773 ± 9,741 22,973 ± 33,404 0,037 

 

 De modo geral o ensaio descreveu um perfil de biodistribuição consonante 

com o padrão para radiofármacos de [99mTc]tecnécio cuja excreção ocorre por 

via urinária e hepatobiliar em proporções semelhantes uma vez que o 

radiofármaco, por sua natureza lipofílica, precisa ser metabolizado no fígado 

gerando metabólitos mais hidrossolúveis para excreção renal e, o próprio 

pertecnetato livre, impureza do produto demarcação, por sua natureza hidrofílica 

é depurado pelos rins. A pequena captação cerebral denota o atravessamento 

da barreira hematoencefálica, sugerindo a possibilidade de detecção de hipóxia 

em lesões isquêmicas e tumores do sistema nervoso central. Os dados obtidos 

no estudo estão alinhados ao observado nas imagens. 

Não houve diferenças significativas na biodistribuição do radiofármacos 

entre os grupos, o que sugere que, do ponto de vista sistêmico, o fármaco anti-

hipertensivo não interfere na farmacocinética do traçador. A única diferença 

demonstrada no teste foi quanto ao percentual de dose no compartimento 

urinária (bexiga + urina), mas uma vez que os ensaios não foram realizados em 

gaiolas metabólicas, não se pode assegurar que não tenha havido perda de 
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atividade por micção dos animais desde o momento da injeção. Os valores- p 

obtidos para cada órgão bem como suas captações médias e desvios padrão 

são apresentados na tabela acima.  

Figura 38- Figura 7. Biodistribuição ex vivo do [99mTc]Tc-HL91 em animais Balb/c fêmeas 
portadoras de tumor de mama 4T1 tratadas (negro) em não tratadas (cinza) com losartana. 
(%DI/g ± Desvio Padrão; n =3 animais por grupo). 

 

A captação tumoral foi inferior a 1 % DI/g em ambos os casos, cerca de 3 

vezes maior que a captação muscular. Como era de se esperar, a absorção foi 

proporcional ao tamanho dos tumores. Vale enfatizar que se trata de um traçador 

destinado a detecção de uma alteração metabólica dinâmica e heterogênea e  

não de um receptor constitutivamente expresso e específico da massa tumoral, 

assim a razão TUMOR/ TECIDO SADIO (músculo) se torna um parâmetro mais 

relevante do que o percentual de dose para julgar a adequação do radiofármaco 

para a finalidade a que se destina. 

Foram encontradas poucas publicações contendo estudos de 

biodistribuição do radiofármaco, todas com modelos animais diferentes: 

camundongos CBA fêmeas portadoras de adenocarcinoma de mama NT 

(CaNT), 186, Balb/c nude xenografados com adenocarcinoma colorretal humano, 

WiDr {Abrantes 2012, machos SCID portadores de adenocarcinoma de pulmão 

LL2 e machos C57BL/6NCrj (B6) portadores de adenocarcinoma de pulmão 

A549 132, macho CH3 portando sarcoma KHT187.  Salvo as diferentes taxas de 
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captação observadas para cada modelo tumoral, o que era de se esperar, o 

mesmo padrão foi observado, sendo o fígado o órgão mais captante (neste 

ensaio separado da vesícula biliar) e o cérebro o menos captante. 

 

 

5.5.4.5. Verificação do efeito da losartana por imuno-

histoquímica  

 

 

Para verificar o efeito da losartana sobre a reperfusão tumoral foram 

contados o número de vasos CD31+ para cada grupo e vasos presumidamente 

ativos (com lúmen visível). Na contagem dos vasos CD31+ forram consideradas 

as células coradas com DAB (tons de marrom), tanto isoladas quanto agrupadas. 

As estruturas deveriam estar claramente separadas dos microvasos adjacentes, 

das células tumorais e de outros elementos do tecido conectivo. Estruturas 

ramificadas contínuas foram contadas como vasos únicos; e um único vaso, 

submetido a mais de um corte transversal foi contado de forma distinta em cada 

um dos cortes. Inicialmente a visualização do lúmen não foi utilizada para 

identificação do total de vasos; em uma segunda contagem foi levando em conta 

apenas os vasos de lúmen aberto. 

A diferença entre a média de vasos imunorreativos para CD31 nos dois 

grupos foi de 4,55 ± 10,84. O teste T de Student não demonstrou significância 

estatística (p = 0,3481) e o IC95% de -25,53 a 34,63 confirmou ausência de efeito 

do tratamento sobre a expressão de vasos.   

Para confirmar o dado, o número total de vasos foi verificado por técnica 

de densidade ótica.  A diferença entre dos grupos foi de 0,1585 ± 0,08029 e 

embora o nível descritivo do teste tenha se aproximado do crítico (p = 0,0715) o 

IC95% confirmou a ausência de efeito (-0,09705; 0,414).  

A diferença no número médio de vasos CD31+ com lúmen visível foi de 

4,167 ± 4,868. O teste T não demonstrou significância estatística (p = 0,2275) e 

o IC95% de -11,33 a 19,6656 confirmou ausência de efeito do tratamento sobre a 

descompressão dos vasos. Os dados obtidos neste estudo diferem dos relatados 

por Chauhan et al.81 
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Figura 39 - Gráfico de barras (média ± DP). A) Fotomicrografia de lâmina imuno-
histoquímica mostrando vasos CD31+ colabados e com lúmen visível; B) Número total de 
vasos CD31+ por contagem visual; C) Número de vasos CD31+ com lúmen visível por 
contagem visual; D) Fração de vasos CD31+ por densidade ótica. 

 

 

5.6. Avaliação do traçador [18F]FAZA 

 

Na análise qualitativa das imagens PET com [18F]FAZA, os tumores foram 

facilmente identificados, mesmo antes da fusão das imagens, caracterizando 

uma excelente captação diferencial. Em todos os animais estas regiões se 

sobrepuseram a massa opaca observada na CT após a fusão. 

A morfologia das regiões hipercaptantes, no entanto se apresentou 

bastante diferente do observado nas imagens de [18F]FDG, havendo alternância 

de regiões de alta e baixa captação ao longo de toda a massa tumoral.  

Na comparação entre a biodistribuição em animal saudável e animal portando o 

tumor mamário, observar um maior destaque para o pool sanguíneo na cavidade 

ventricular.  O FOV de 60 mm no animal sadio, permite visualizar claramente a 

via de excreção hepatobiliar, com atividade visível no fígado e intestino, 
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marcadamente a via de excreção preponderante para esta classe de moléculas 

{referência}.   Nesta imagem também fica mais evidente a reduzida captação nas 

glândulas mamárias saudáveis. Embora a penetração de barreira 

hematoencefálica seja característica da molécula, havendo inclusive estudos em 

modelos de glioblastoma 188 a captação cerebral vista aqui é meramente 

discreta, mesmo quando limitamos o FOV ao crânio isoladamente, isto porque 

em condições fisiológicas normais, o tecido cerebral possui uma pO2 de cerca 

de 40 mmHg, característica de estado normóxico. 58.  Foi bastante evidente a 

acumulação do traçador nos ossos e articulações (articulação glenoumeral), 

talvez mais relacionada a [18F]fluoreto, produto da metabolização do traçador do 

que ao radiofármaco em si.  

 A análise semiquantitativa é frequentemente realizada por estimativa da 

captação média ou máxima dentro de uma determinada região de interesse 

(ROI). Nas tomografias por emissão o número de contagens nos voxels 

associados a um órgão pode ser relacionado a medidas de atividade por meio 

do fator de calibração do equipamento. 

 

Figura 40 - Imagem renderizada demonstrando a biodistribuição do radiotraçador 
[18F]FAZA em animal saudável (A) e portador de tumor mamário 4T1 (B). 
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O parâmetro semiquantitativo mais utilizado em imagens PET é sem 

dúvida o SUV – Valor de captação padrão - parâmetro adimensional determinado 

pela razão entre concentração radioativa tecidual no volume de interesse medida 

pelo equipamento e a dose administrada distribuída pela massa corpórea. O 

SUV dos tumores foi calculado pela equação que a seguir: 

 

𝑆𝑈𝑉 =
𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎çã𝑜 𝑟𝑎𝑑𝑖𝑜𝑎𝑡𝑖𝑣𝑎 𝑡𝑒𝑐𝑖𝑑𝑢𝑎𝑙 (𝑀𝐵𝑞/𝑚𝐿) 

𝐷𝑜𝑠𝑒 𝑖𝑛𝑗𝑒𝑡𝑎𝑑𝑎(𝑀𝐵𝑞)/𝑀𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑐𝑜𝑟𝑝𝑜𝑟𝑎𝑙 (𝑔) 
    (1) 

 

As medidas fornecidas pelo software foram normalizadas individualmente. 

As doses injetadas foram corrigidas pela subtração da atividade residual na 

seringa após a injeção e pelo decaimento radioativo entre o momento da 

calibração e o momento do exame, e, o peso de cada animal foi aplicado para 

correção de volume (nesse caso 1g = 1mm³=1mL). Os dados foram analisados 

em termos de contagem média e máxima e as médias entre os grupos foi 

comparada pelo teste T de Student para ambos os parâmetros, entretanto as 

diferenças observadas não foram significativas. Para os valores de SUVMédio a 

diferença entre as médias foi de 0,5897 ± 0,7793 (média ± desvio padrão) e o 

IC95%= (-1,147; 2,326), enquanto para o SUVMáximo a diferença entre as médias 

foi de 0,9886 ± 1,373 e o IC95%= (-2,071 to 4,048).   
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Figura 41- Gráficos de dispersão das comparações entre as médias dos SUV (A= SUVMédio 

e B = SUVMáximo) obtidos para os tumores de animais tratados e não tratados com 
losartana.   
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Em medidas absolutas, como o SUV, existe uma maior probabilidade de 

erro do que em medidas relativas e uma série de fatores pode contribuir para o 

aumento desta probabilidade. Como exemplo, no extravasamento parcial da 

dose injetada de um radiofármaco diminuindo sua biodisponibilidade no órgão 

ou lesão alvo e resultando na estimativa imprecisa da captação. Na medida 

relativa, o efeito do extravasamento é proporcional em todos os ROI envolvidos 

e o erro é cancelado. Uma etapa importante na interpretação de todos os estudos 

é avaliar artefatos de imagem e no caso de estudos que quantitativos, estar 

atento a eventos que possam invalidar a quantificação. Em ensaios pré clínicos 

com animais de pequeno porte como camundongos, a frequência de 

extravasamento da dose é elevada devido ao pequeno calibre da veia caudal, 

via de administração de primeira escolha em camundongos fêmea. Para 

contornar este tipo de erro de procedimento e evitar a exclusão dos indivíduos 

da amostra, a quantificação relativa dos dados de captação se fez necessária 

para normalização dos dados amostrados. 

 

 

5.6.1. Análise semiquantitativa: quantificação relativa do traçador 

[18F]FAZA 

 

O primeiro ponto crítico levantado foi a subjetividade do observador, uma 

vez que o componente visual na geração do dado quantitativo é a delimitação da 

ROI que está sujeita a desvios provocados pela posição, tamanho, e a formato 

de cada ROI além da capacidade de discriminar os limites da lesão. Estes fatores 

são relevantes pois a amostragem inadequada dos vóxels leva à amplificação 

do erro estatístico. Por este motivo, alguns autores defendem a utilização dos 

valores máximos uma vez que a determinação do vóxel de maior valor dentro do 

VOI é mais simples e objetiva do que delimitar precisamente a lesão. Embora 

equipamentos dedicados a pequenos animais sejam projetados com uma 

resolução consideravelmente maior do que equipamentos clínicos (Figura 42), a 

definição da imagem ainda não é suficiente para o detalhamento que as 

reduzidas dimensões dos órgãos ou tumores exigem, assim as imagens 

tomográficas e de emissão são visualmente bastante inferiores às clínicas em 
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termos de definição. Embora as imagens PET apresentassem uma boa relação 

tumor/fundo, nas imagens fusionadas as margens observadas para a lesão não 

se mostraram exatamente coincidentes e a heterogeneidade da captação se 

mostrou relevante no contorno do tecido. Assim os dados foram avaliados 

considerando médios e máximos.   

 

Figura 42 - Resolução espacial de equipamentos clínicos e dedicados a pequenos 
animais.Adaptado de International Journal of Molecular Imaging 189 

  

O segundo ponto crítico foi a escolha do tecido de referência. Diferentes 

métodos foram encontrados na literatura, tanto para o [18F]FAZA, para o traçador 

[99mTc]Tc-HL91, como outros traçadores de hipóxia tumoral. Mais frequente, a 

relação tumor músculo, talvez justificada pela maior frequência de modelos 

tumorais decorrentes de inoculação subcutânea no flanco dos animais. Muitos 

estudos também empregaram os chamados Image-derived blood surrogates 

(substitutos do tecido sanguíneo derivados da imagem), correspondendo 

contagem em regiões altamente irrigadas e cuja captação se correlacionaria a 

atividade no pool sanguíneo (concentração plasmática do traçador), ou seja, um 

dado de captação inespecífica, como o arco aórtico, o coração ou até mesmo o 

fígado no caso da [18F]FDG.169, 190  Outros empregaram a região saudável do 

tecido do qual o tumor se originou.191 ou o oposto fisiológico, no caso da hipóxia, 

um tecido com características normóxicas, como o cérebro, por exemplo.191 {van 

den Hoff; azmi} Neste estudo, assim como para o traçador [99mTc]Tc-HL91 foram 

selecionados os tecidos muscular, devido ao extenso referencial teórico e o 

pulmão, por se tratar do background posicional ou anatômico, uma vez que os 

tumores foram induzidos na primeira mama direita dos animais, além de ser uma 

área alegadamente normóxica (pO2 > 80 mmHg).192  
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Figura 43 – Gráficos de dispersão das relações Tumor/Tecido de Referência ou 
Tumor/Normal para os tecidos selecionados a partir dos valores de SUVMédio (A) e SUVMáximo 
(B) independente de tratamento.   

Dada a incerteza da escolha do tecido de referência, também foram 

estudados a mama contralateral, para  um referencial do tecido sadio, 

considerados “blood surrogates”, o ventrículo esquerdo e o fígado. A medida 

semiquantitativa da razão do valor de captação padrão (SUV) tumoral em relação 

ao SUV do background hepático foi considerada útil na avaliação de lesões 

hepáticas suspeitas 193 e vários outros tipos tumorais, pois o fígado pode ser 

considerado um substituto da atividade arterial da [18F]FDG na normalização do 

SUV 169. e finalmente o cérebro, que como mencionado anteriormente 

apresentou uma baixa captação possivelmente por sua fisiologia normóxica 

(pO2 de cerca de 40 mmHg). 

Os valores de captação no músculo apresentaram uma variabilidade 

razoável tanto em termos de valor médio (CV%=25,33%) como em máximos 

(CV%=29,78%)  e em alguns animais foi difícil encontrar áreas de musculatura 

realmente hipocaptante,  possivelmente pela tendência do músculo em se tornar 

hipóxico, quer pelo esforço dos animais em situação de stress ou mesmo por ser 

comprimido pelo posicionamento constante do animal sedado durante o período 

de geração de imagens. Assim foram selecionadas áreas visivelmente menos 

captantes na região lombar e região proximal da pata dianteira contra e ipsilateral 

e trabalhou-se com a média destas 3 amostras. Em todos os indivíduos esta 

média foi inferior ao valor de captação tumoral, o que é demonstrado pela razão 

T/M > 1.   
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Tabela 4 - Estatística descritiva das relações Tumor/Tecido de Referencia (Normal) para 
os parâmetros de SUV Médio e Máximo independente de tratamento. 

Estatística descritiva T/M T/P T/C T/F T/CL T/VE 

n 12 12 12 11 12 11 

SUV Médio 

Normalidade (p-valor)  >0,1000 0,0912 >0,1000 >0,1000 >0,1000 >0,1000 

Média 1,529 1,533 1,792 0,95 1,642 1,075 

Desvio Padrão 0,3874 0,227 0,3965 0,2344 0,5401 0,171 

Coeficiente de Variação (%) 25,33% 14,80% 22,13% 24,67% 32,90% 15,91% 

SUV Máximo 

Normalidade (p-valor)  >0,1000 >0,1000 0,0974 >0,1000 >0,1000 >0,1000 

Média 2,233 1,75 2,342 0,7636 1,975 1,55 

Desvio Padrão 0,6651 0,3802 0,902 0,4702 0,5065 0,4955 

Coeficiente de Variação (%) 29,78% 21,73% 38,52% 61,58% 25,65% 31,97% 

 

A captação tumoral relativa do traçador foi menor para o grupo tratado 

com losartana. A diferença entre as médias foi de 0,640 e desvios padrão 0,140 

para as captações relativas dos SUVMédio (T/MMédio), IC95% de (0,3280; 0,9520) e 

nível de significância de 0,0468. Para a razão entre os SUVMáximo (T/MMáximo) a 

diferença entre os valores médios de captação entre os grupos tratado e não 

tratado com losartana foi de 0,8429 ± 0,3119, IC95% de (0,1479; 1,538) e nível de 

significância de 0,0222. Essas métricas são apresentadas nas Erro! Fonte de 

referência não encontrada.-A e E.  



91 
 

LO VE

0

1

2

3

4

5

T
u

m
o

r/
M

ú
s

c
u

lo
 (

S
U

V
M

é
d

io
)

*

Valor-p = 0,0468

1,450,265
n=7 1,910,431

n=5

LO VE

0

2

4

6

T
u

m
o

r/
M

u
s

c
u

lo
 (

S
U

V
M

á
x
im

o
)

*

p-valor=0,0222

1,860,45
n=7

2,70,64
n=5

LO VE

0

1

2

3

4

5

T
u

m
o

r/
P

u
lm

ã
o

(S
U

V
M

é
d

io
)

valor-p=0,0208

*

1,380,245
n= 7

1,7020,104
n=5

LO VE

0

2

4

6

T
u

m
o

r/
M

a
m

a
 C

L
 (

S
U

V
M

é
d

io
)

**

p-valor = 0,0088

1,330,189
n=7

2,080,58
n=5

LO VE

0

1

2

3

4

5

T
u

m
o

r/
P

u
lm

ã
o

(S
U

V
M

á
x

im
o
)

*

valor-p=0,0478

1,570,24
n=7

2,00,42
n=5

LO VE

0

1

2

3

4

5

T
u

m
o

r/
M

a
m

a
 C

L
 (

S
U

V
M

a
x
)

p-valor=0,0387

*

1,730,39
n=7

2,320,46
n=5

A B C

D E F

 

Figura 44. Análise estatística da razão tumor músculo. 

 

Ao avaliar os dados da normalização da captação tumoral pela captação 

pulmonar, observou-se uma menor variabilidade nos dados (CV%= 14,80% e 

21,73% para captação média e máxima respectivamente (Figura 43). E, embora 

a diferença entre as médias de T/PMédio e T/PMáximo tenhas sido menor (0,2939 ± 

0,09771 e 0,4286 ± 0,1901) para os grupos tratado e não tratado, o nível 

significância atingido ainda foi satisfatório(p<0,05), corroborando com os dados  

anteriores de que a captação relativa do traçador é maior em indivíduos não 

tratados. Resultados semelhantes são verificados na normalização a partir da 

captação na mama contralateral onde a diferença entre as médias das razões 

entre SUVMédio foi de 0,7401 ± 0,2387 com IC95% (0,2083; 1,272). SUVMáximo foi 

de 0,6216 ± 0,2399 com IC95% (0,08700; 1,156) e p<0,05.  
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Figura 45. Análise estatística da relação tumor/cérebro. 

  

As análises empregando a captação cérebral e “blood surrogates” como 

tecido de referência, não foram satisfatórias, embora a relação Tumor/Cérebro 

tenha apresentado um comportamento aproximado ao dos outros tecidos, os 

baixos níveis de captação no tecido levaram á uma razão com coeficiente de 

variação muito elevado, prejudicando a reprodutibilidade da medida e por 

conseguinte a determinação da diferença entre os grupos. O mesmo foi 

observado para a captação hepática, entretanto em ordem inversa uma vez que 

por se tratar da uma via de excreção do traçador, apresentou níveis de captação 

superiores à do tecido tumoral. O coeficiente de variação para estes dados foi o 

mais elevado entre os tecidos e a comparação entre os grupos tratado e controle 

não apresentou significância estatística. Por fim a relação tumor/Ventrículo 

esquerdo que também não se mostrou adequada para mensuração de 

diferenças entre os grupos. A similaridade observada entre os dois últimos 
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tecidos de referência, foi a ausência de padrão na captação, representada pela 

razão T/N maior do que 1 em alguns indivíduos e inferior a 1 em outros, o que 

os diferencia dos demais tecidos avaliados.  

Invariavelmente as análises das razões entre SUVMáximo e SUVMédio para 

cada tecido foram concordantes, embora seja possível notar que a diferença 

entre as médias é quase sempre maior para as razões entre os SUVMáximo, 

sugerindo uma maior sensibilidade na avaliação. O tecido pulmonar e a mama 

sadia se mostraram tão adequados quanto o músculo na avaliação da captação 

do traçador. Entretanto, devido à sua pequena dimensão e resolução 

relativamente baixa do equipamento, a delimitação da ROI sobre a mama sadia 

foi quase tão desafiadora quanto a determinação de região normocaptante no 

tecido muscular. O pulmão por sua vez, devido a sua enorme diferença de 

densidade com relação aos demais tecidos, foi o mais fácil de contornar a partir 

da escala de cinzas da imagem tomográfica, sendo necessário apenas algum 

cuidado com o efeito de espalhamento nas regiões limítrofes ao coração e 

fígado.  

 

 

5.6.1.1. Autorradiografia 

 

Como discutido anteriormente, a resolução das imagens tomográficas 

pode ser um fator limitante na interpretação dos dados. O tecido hipóxico 

frequente aparece margeando regiões de necrose onde a atividade do traçador 

deve ser muito pouca, o que o torna a suscetível à diluição das contagens por 

efeito de volume parcial, levando a uma estimativa equivocada da extensão da 

hipóxia tecidual. 

De modo complementar às imagens in vivo, a autorradiografia ex vivo 

proporciona uma visualização da distribuição do traçador em maior resolução, 

permitindo a discriminação da captação em nível de subtecidual, embora limitada 

a uma avaliação bidimensional dos parâmetros, sua resolução é da ordem de 

0,1 µm.  
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Figura 46 - Curvas padrão para determinação da concentração radioativa tecidual de 
[99mTc]tecnécio (A) e [18F]fluor (B) nas autorradiografias. 
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Figura 47 - Gráficos de dispersão comparando as médias entre frações hipóxicas 
presentes nos tumores de animais tratados (LO) e não tratados (VE) com losartana: A) 
Fração hipóxica avaliada por autorradiografia. B) Fração hipóxica determinada por 
delimitação de regiões hipercaptantes nas imagens SPECT/CT. Imagem de 
autorradiografia de tumores de mama 4T1 de animais tratados (D) e não tratados (C) com 
losartana após aquisição de imagens SPECT com [99mTc]Tc-HL91. 
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As imagens foram mapeadas quanto a extensão de regiões de maior 

intensidade de captação e os grupos tratados e controle foram comparados 

quanto ao percentual em hipóxia. Em ambos os casos houve uma menor fração 

hipóxica nas imagens autorradiográficas do grupo tratado. As médias das 

frações hipóxicas avaliadas por imagem tomográfica por emissão apresentam 

uma tendência a estar superestimadas, o que pode ser produto do efeito de 

volume parcial devido a menor resolução de ambas as técnicas em comparação 

a autorradiografia, entretanto a diferença não apresentou significância 

estatística.  
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 Figura 48 – Gráficos de dispersão comparando as médias entre frações hipóxicas 
presentes nos tumores de animais tratados (LO) e não tratados (VE) com losartana: A) 
Fração hipóxica avaliada por autorradiografia. B) Fração hipóxica determinada por 

D C 
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delimitação de regiões hipercaptantes nas imagens PET/CT. Imagem de autorradiografia 
de tumores de mama 4T1 de animais tratados (D) e não tratados (C) com losartana após 
aquisição de imagens PET com [18F]FAZA. 

 

 

 

5.6.2. [18F]FAZA x [99mTc]Tc-HL91 

 

A tecnologia PET possui a mais alta sensibilidade de todas as 

modalidades de imagem não invasivas. No entanto, a distinção entre duas fontes 

só pode ser realizada até o limite da resolução espacial do detector (1-2 mm) 

cujo fator limitante é a energia do pósitron emitido. A sensibilidade do método se 

baseia na detecção de fótons em coincidência de 511 keV cada um, resultantes 

da aniquilação do pósitron emitido. A energia constante dos fótons coincidentes 

permite a correção da atenuação de sinal e uma estimativa mais fiel da 

localização da fonte dentro desta linha de resposta, entretanto, o local onde 

ocorreu a aniquilação não corresponde ao local exato de onde o pósitron foi 

emitido, daí a natureza de sua limitação.  

A sensibilidade do SPECT é uma ordem de magnitude menor do que a do 

PET, sendo necessárias mais contagens e por isso, mais tempo de aquisição. 

Uma vez que os raios γ emitidos são o evento nuclear fundamental no 

decaimento dos isótopos SPECT, sua resolução passa a ser sub-milimétrica, 

permitindo gerar imagens de pequenos objetos, como camundongos e ratos, 

{Jansen e Vanderheyden, 2007; Franc et al. 2008}. No entanto, pela mesma 

razão, a quantificação de imagens torna-se mais difícil uma vez que não há 

correção do sinal detectado, gerando imagens mais ruidosas, além de uma 

enorme perda de sinal uma vez que seu detector é composto por duas cabeças 

e não um anel como é o caso do PET.  

Embora as imagens SPECT tenham sido adquiridas em equipamento 

dedicado para pequenos animais com uma excelente resolução, sua baixa 

sensibilidade dificultou a avaliação semi-quantitativa do estudo, gerando dados 

menos confiáveis em comparação as imagens PET. A qualidade das imagens 

SPECT também se mostrou inferior para a visualização de lesões tão reduzidas 

quanto os tumores analisados (<500 mm³), sobretudo quando o objeto de estudo 
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ocorre de maneira tão variada em nível tecidual. Entretanto, embora tenha sido 

necessária alguma engenharia no pós-processamento de imagem, o traçador 

permitiu a adequada visualização do tecido hipóxico dentro da lesão, havendo 

boa correlação com o observado nas imagens de autorradiografia. Quanto a 

mensuração do efeito da losartana sobre a hipóxia, a quantificação relativa 

empregando o músculo como referência, pareceu não oferecer bons resultados.  

Historicamente, a quantificação em medicina nuclear progrediu dos 

simples estudos da captação da tireoide até a atual análise farmacocinética e do 

valor padrão de captação (SUV) usando PET.  

As imagens PET são inerentemente quantitativas e sua análise é capaz 

de mensurar níveis absolutos de atividade nos tecidos, entretanto, devido às 

dificuldades inerentes ao trabalho com modelo animal, a avaliação de efeito do 

tratamento no tumor só foi possível quando empregada a quantificação relativa, 

assim como empregado nas imagens SPECT. Qualitativamente, as imagens são 

menos ruidosas e naturalmente apresentam um excelente contraste entre tumor 

e o fundo, sem que seja necessária a alteração da escala de cor. Quando 

comparamos as imagens de ambos os traçadores à imagem PET com [18F]FDG, 

fica evidente a diferença na natureza dos processos observados e a 

complexidade do microambiente tumoral.  

Comparativamente às imagens de  hipóxia, a [18F]FDG mostrou um 

padrão de captação bastante homogêneo ao longo da massa tumoral, enquanto 

[18F]FAZA e [99mTc]Tc-HL91 se distribuíram de modo heterogêneo e menos 

contrastante do fundo (Imagem FDG x SPECT x FAZA). 



98 
 

Figura 49. Imagens fusionadas: A) PET/CT com [18F]FDG;B) SPECT/CT com [99mTc]Tc-
HL91; C) PET/CT com [18F]FAZA; 
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6. Conclusão 

 

No tocante a obtenção dos radiofármacos, os processos foram relativamente 

simples e as taxas de rendimento radioquímico foram compatíveis com os 

valores encontrados na literatura, ambos os produtos foram obtidos com pureza 

radioquímica, atividade específica e concentração radioativa adequadas para o 

uso.    

A análise dos dados obtidos demonstra que as regiões de hipóxia tumoral são 

caracteristicamente heterogêneas e raramente localizadas no centro do tumor 

(uma concepção equivocada, mas frequentemente citada no meio acadêmico). 

Pelo contrário, a comparação das imagens pré-clínicas com traçadores de 

hipóxia à imagem clássica com [18F]FDG reforça a ideia de que a hipóxia tumoral 

é um processo complexo, dinâmico e afetado por inúmeras variáveis temporais 

e espaciais e que consequentemente afetam a reprodutibilidade dos resultados.  

Embora sujeito às limitações da técnica de imagem, o traçador [99mTc]Tc-HL91 

demonstrou uma excelente correlação com os compostos nitroimidazólicos, 

comprovando sua especificidade e seletividade, uma vez que não é captado em 

regiões necróticas. Sua tecnologia de obtenção conta com a praticidade 

propiciada pelos kits liofilizados, reconstituídos com eluato do gerador nuclear 

mais barato e mais amplamente difundido no país e no mundo. Em contraste ao 

[18F]FAZA que tem sua estrutura limitada à radiohalogenação com 18Flúor, o 

quelante de metais HL91 tem a versatilidade de complexar o par teranóstico 

99mTc/188Re, o que justifica a investida em seu desenvolvimento, mesmo que a 

técnica de imagem não permita um estudo quantitativo de sua captação de modo 

tão direto quanto o primeiro.  Embora pareça simples, a abordagem semi-

quantitavia das imagens não é trivial, e possivelmente o estudo se beneficiaria 

do olhar de matemáticos e estatísticos. Outros modelos de análise foram 

propostos e podem vir a ser avaliados mais profundamente. O SPECT 

semiquantitativo, representa uma tecnologia financeiramente mais acessível e 

por isso mais difundida, explorar essa tecnologia seria de grande valia. 

 Quanto a mensuração do efeito da losartana sobre a hipóxia, ficou clara 

a superioridade do traçador PET  [18F]FAZA, a qualidade das imagens obtidas 

foi visualmente superior permitindo a clara identificação da lesão, bem como a 
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discriminação entre regiões hipóxicas ou não. Os radionuclídeos empregados no 

trabalho têm a vantagem de ser os mais amplamente empregados em suas 

vertentes tecnológicas, por conseguinte, estão largamente difundidos no 

mercado nacional, o que facilitaria a implementação e uso dos radiofármacos em 

todo o país. Uma grande vantagem das modalidades de imagem desenvolvidas 

para pequenos animais é que a tecnologia pode ser facilmente translacionada 

para aplicação na prática clínica, entretanto as dimensões reduzidas do modelo, 

a necessidade de sedação na contenção e a baixa definição das imagens 

certamente foram fatores limitantes na execução do estudo. 

Com o advento da modalidade PET/RM, que apresenta resolução espacial e 

temporal e contraste superiores, estudos de correção de efeito de volume parcial 

podem ser elaborados permitindo uma avaliação mais sensível da hipóxia 

tumoral e resposta terapêutica à este tipo de intervenção. A continuidade do 

trabalho é fundamental para determinar a significância clínica dos parâmetros 

estudados e a aplicabilidade deste tipo de ensaio no apoio a elaboração de 

terapias individualizadas mais seguras e eficazes. 
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