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RESUMO 

BARBOSA, Luma Duarte. Avaliação da atividade antitumoral de Sais Mesoiônicos no 

Osteossarcoma: Estudo In Vitro. Rio de Janeiro, 2018. Dissertação (Mestrado em Ciências 

Aplicadas ao Sistema Musculoesquelético) - Instituto Nacional de Traumatologia e Ortopedia 

Jamil Haddad, Ministério da Saúde, 2018. 

 

O osteossarcoma é o tumor primário maligno mais comum do osso e acomete 

principalmente crianças e adolescentes. Cerca de 30 – 40% dos casos evoluem com 

metástases, o que diminui consideravelmente a sobrevida dos pacientes. O tratamento consiste 

em quimioterapia associada à cirurgia, porém, há poucas opções de medicamentos e os 

disponíveis provocam efeitos adversos. Além disso, determinou-se que 46,9% dos 

pacientes apresentam má resposta à quimioterapia pré-operatória. A identificação de novos 

compostos com aplicação terapêutica no osteossarcoma é fundamental para aumentar as 

possibilidades de tratamento dessa doença. Os sais mesoiônicos pertencem a uma classe de 

compostos heterocíclicos que possuem estruturas químicas que favorecem a interação com 

biomoléculas. A atividade antitumoral desses sais já foi verificada em diferentes tumores 

como hepatocarcinoma, melanoma e carcinossarcoma. Nesse contexto, o objetivo deste 

estudo foi avaliar o efeito antitumoral de sais mesoiônicos em células de osteossarcoma. 

Mediante o ensaio de redução de MTT, foi verificado que os sais MIC-F e MIC-NO2 

reduziram a viabilidade relativa das células da linhagem de osteossarcoma MG-63, enquanto 

os sais MI-3,4-F e MI-F não foram capazes de reduzir a viabilidade das células após 

tratamento por 24 e 48 horas. Através da contagem das células com azul de tripan, foi 

verificado que o tratamento com os sais MIC-NO2 e MIC-F por 24 e 48 horas reduziu a 

viabilidade das células MG-63, sendo, portanto, citotóxicos. Por último, a análise de anexina-

V e iodeto de propídeo por citometria de fluxo revelou que o tratamento com MIC-NO2 e 

MIC-F induziu morte celular por apoptose. Assim, dentre os quatro sais mesoiônicos 

avaliados neste estudo, apenas MIC-NO2 e MIC-F apresentaram efeitos citotóxicos em células 

de osteossarcoma MG-63 e, por isso, podem ser potenciais candidatos para o 

desenvolvimento de fármacos direcionados para o tratamento desta doença.  

 

Palavras-chave: Osteossarcoma, Mesoiônicos, Quimioterapia, Estudo pré-clínico. 
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ABSTRACT 

BARBOSA, Luma Duarte. Evaluation of Mesoionic Salts antitumor activity in Osteosarcoma: 

In Vitro Study. Rio de Janeiro, 2018. Master Thesis. (Master´s Degree in Science Applied to 

the Musculoskeletal System) – National Institute of Traumatology and Orthopedics Jamil 

Haddad, Ministry of Health, 2018. 

 

 Osteosarcoma is the most common primary bone malignancy of childhood and 

adolescence. About 30 - 40 % of the cases develop with metastases, which considerably 

decreases the survival of pacients. The current treatment includes cycles of preoperative 

chemotherapy followed by surgical resection and additional cycles of postoperative 

chemotherapy, but there are few options of chemotherapeutic agents and the available ones 

cause side effects. In addition, it was determined that 46.9% of patients present a poor 

response to preoperative chemotherapy. The identification of new compounds with promising 

application in osteosarcoma is relevant to the treatment of this disease. The mesoionic salts 

belong to a class of heterocyclic compounds with chemical structures that favor the 

interaction with biomolecules. The antitumor activity of these salts has already been verified 

in different tumors such as hepatocarcinoma, melanoma, and carcinosarcoma. The present 

study aimed to evaluate the antitumor effect of mesoionic salts in osteosarcoma cells. By the 

MTT reduction assay, it was found that the MIC-F and MIC-NO2 salts reduced the relative 

viability of the MG-63 osteosarcoma cells, while the MI-3,4-F and MI-F salts were not able to 

reduce the cell viability after treatment for 24 and 48 hours. By counting cells with trypan 

blue, it was found that treatment with the MIC-NO2 and MIC-F salts, for 24 and 48 hours, 

reduced the viability of MG-63 cells and were therefore cytotoxic. Finally, the analysis of 

annexin-V and propidium iodide by flow cytometry revealed that the treatment with MIC-

NO2 and MIC-F induced cell death by apoptosis. Thus, among the four mesoionic salts 

evaluated in this study, only MIC-NO2 and MIC-F had cytotoxic effects on MG-63 

osteosarcoma cells and, therefore, may be potential candidates for the development of drugs 

targeted to the treatment of this disease. 
 

Keywords: Osteosarcoma, Mesoionic, Chemotherapy, Preclinical research 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Osteossarcoma 

 As neoplasias em pacientes abaixo de 19 anos são consideradas raras quando 

comparadas às dos adultos, correspondendo entre 2% e 3% de todos os tumores malignos. 

Apesar disso, são a segunda causa de morte nesta faixa etária (INCA, 2008). Os tumores 

ósseos malignos representam, em todo o mundo, 5% dos cânceres que ocorrem na infância e 

na adolescência (0 a 19 anos) (PARKIN; STILLER; NECTOUX, 1993). Nesta faixa etária a 

incidência global é de 8,7 casos por um milhão de pessoas, o que corresponde entre 650 a 700 

novos casos de câncer ósseo ao ano (MIRABELLO; TROISI; SAVAGE, 2009a). 

Dentre os tumores ósseos, o osteossarcoma é o mais comum, representando 55% dos 

tumores ósseos malignos em crianças e adolescentes (DAMRON; WARD; STEWART, 2007; 

MIRABELLO; TROISI; SAVAGE, 2009b; BERGOVEC et al., 2015). O Grupo Brasileiro de 

Tratamento de Osteossarcoma, criado em 1980, se dedica a estudar as características dessa 

patologia na população brasileira e demonstrou que cerca de 350 novos casos de 

osteossarcoma são diagnosticados ao ano no país (PETRILLI et al., 2013). 

 O osteossarcoma  é um tumor altamente metastático e estima-se que 20% dos 

pacientes apresentem metástase pulmonar no momento do diagnóstico e 30-40% dos 

pacientes com osteossarcoma localizado evoluirão com metástases dentro de 2-3 anos 

(PETRILLI et al., 2006; LUETKE, MEYERS et., 2014). A presença de metástases diminui 

consideravelmente a sobrevida global, que está em torno de 12,5% no Brasil (PETRILLI et 

al., 2006) e de 25% nos Estados Unidos e Europa (BIELACK et al., 2002).  

 O osteossarcoma é caracterizado por instabilidade cromossômica, o que leva à 

presença de abundantes alterações genéticas (ALFRANCA et al., 2015). Na maioria dos 

casos, a etiologia permanece desconhecida (MUTSAERS e WALKLEY,2014), mas acredita-
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se que possa estar relacionada a mutações nas células progenitoras mesenquimais  presentes 

no estroma da medula óssea (GIBBS et al., 2005; VISVADER; LINDEMAN, 2012; XIAO et 

al., 2013; MUTSAERS; WALKLEY, 2014). 

   Entretanto, a doença pode ser secundária, quando é induzida por elementos químicos, 

como, por exemplo, o Berílio; quando induzida pela exposição à radiação (FUCHS; 

PRITCHARD, 2002; ABARRATEGI et al., 2016) ou quando resulta de outras patologias. 

Um por cento dos pacientes com doença de Paget desenvolve osteossarcoma, sendo o 

esqueleto axial mais predominantemente acometido e, em especial, a pelve (GRUENER; 

CAMACHO, 2014). Pode também ser secundário ao infarto ósseo, uma osteonecrose na 

medula óssea, correspondendo a 1% das ocorrências (ENDO et al., 2013; STACY; LO; 

MONTAG, 2015). A neoplasia pode ainda estar associada a algumas síndromes, incluindo o 

retinoblastoma bilateral hereditário (FRIEND et al., 1986), a Síndrome de Li-Fraumeni (MAI 

et al., 2017), a Síndrome de Bloom (GERMAN, 1997) e a Síndrome de Rothmund Thomson 

(WANG et al., 2003). Portanto, o tumor é considerado primário quando o osso adjacente é 

normal e secundário quando o osso é alterado pelas condições acima citadas (WHO, 2013). 

A distribuição por idade do osteossarcoma é bimodal, com um pico maior em 

adolescentes com idades entre 10-16 anos e outro menor em adultos (Figura 1-1 A). O gênero 

masculino é mais acometido que o feminino numa proporção de 1,5:1 (LONGHI et al., 2005; 

FRIEBELE et al., 2015;). Em 90% dos pacientes há o acometimento da metáfise dos ossos 

longos, em 9% a diáfise e em 1% a epífise (KUNDU, 2014). O maior acometimento da região 

metafisária está relacionado a placa de crescimento, onde ocorre rápida proliferação celular 

(WHO, 2013; DENDULURI et al., 2015;). Trinta por cento dos casos ocorrem no fêmur 

distal, 15% na tíbia proximal e 15% no úmero proximal e a menor parte dos casos ocorre no 

esqueleto axial (ALFRANCA et al., 2015) (Figura 1-1B). Uma apresentação rara é o 

osteossarcoma multicêntrico, que corresponde a 1,5% dos casos e é caracterizado por 
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múltiplas lesões no esqueleto que podem ser simultâneas ou sequenciais (CORRADI et al., 

2011). 

 

Figura 1-1 Epidemiologia do osteossarcoma clássico central. (A) Incidência por idade. Dados do 

National Cancer Institute’s Surveillance, Epidemiology, and End Results program of United States  de 

1973 a 2004 de um total de 3.482 casos. (B) Sítios anatômicos de ocorrência. Setas pretas indicam 

locais de maior incidência (fêmur distal, tíbia proximal e úmero proximal) e setas brancas indicam 

aqueles com menor incidência (fêmur proximal, pelve e ossos da face). OS – Osteossarcoma. Fonte : 

A- adaptada de MIRABELLO ; TROISI ; SAVAGE, (2009b); B - 

https://basicmedicalkey.com/osteosarcoma-6/ 

1.2 Investigação diagnóstica do osteossarcoma 

1.2.1 Apresentação clínica 

A maioria dos pacientes com osteossarcoma apresenta dor e edema local (Figura 1-2), 

que inicialmente são atribuídos a um trauma ou ao exercício físico intenso, motivando à 

procura por atendimento médico (SHIVES et al., 1986). Entretanto, não há relação entre o 

surgimento tumoral e o trauma ocorrido. A dor é constante, tende a piorar com o tempo e os 

pacientes geralmente apresentam sintomas durante três a quatro meses antes da primeira 

consulta. Com a evolução da doença e o aumento tumoral, os pacientes podem apresentar 

claudicação. Nos estágios iniciais, o tumor não pode ser palpado e nem detectado por 
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radiografia simples (TARAN; TARAN; MALIPATIL, 2017). 

 

Figura 1-2 Aspectos  clínicos do osteossarcoma. Volumosa massa tumoral em coxa esquerda 

evidenciando aumento de volume local com circulação colateral (vasodilatação). Fonte: 

Arquivo Pessoal. 

 

 O osso se torna frágil devido à presença do tumor (TARAN; TARAN; MALIPATIL, 

2017) e cerca de 17% dos pacientes apresentam fraturas patológicas (SCULLY et al., 2002). 

A ocorrência de fraturas foi relacionada ao menor tempo de sobrevida livre de doença, ao 

aparecimento de recidiva (SCULLY et al., 2002) e ao pior desfecho funcional (HAYNES et 

al., 2017). Porém, outros estudos mostram que não há relação com prognóstico desfavorável 

(CHUNG et al., 2016; POUDEL et al., 2017) ou menor sobrevida (HAYNES et al., 2017). 

Assim, ainda não está esclarecida na literatura a relação entre a fratura patológica e o 

prognóstico do osteossarcoma. 

1.2.2 Exames complementares 

Os exames de imagem e laboratoriais auxiliam a investigação diagnóstica do 

osteossarcoma. As características radiológicas são aparência em raios de sol, levantamento de 
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periósteo com formação de triângulo de Codman (Figura 1-3), formação de osso nos tecidos 

moles e padrão permeativo de destruição óssea (KUNDU, 2014). 

                       

Figura 1-3 Características radiológicas do osteossarcoma: aparência em raios de sol e levantamento do 

periósteo com formação do triângulo de Codman (setas) (KUNDU, 2014). 

 

A tomografia computadorizada (TC) retrata a anatomia óssea mais detalhadamente e 

capta com mais precisão a integridade cortical bem como a fratura patológica, sendo útil na 

avaliação de ossificação e calcificação (Figura 1-4), que indicam atividade tumoral (BROWN; 

KATTAPURAM; ROSENTHAL, 1986). Nos casos atípicos, como no osteossarcoma do 

fêmur proximal, a confirmação por TC é imperativa para o sucesso do diagnóstico (DAHAN 

et al., 2017). 
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Figura 1-4 Tomografia computadorizada da região do joelho em antero-posterior (A) e perfil (B) 

evidenciando ossificação e calcificação do osteossarcoma. Fonte: arquivo de imagens do INTO 

 
A TC do tórax (Figura 1-5) é o padrão ouro para detectar metástases pulmonares em 

paciente com osteossarcoma, apesar de não discriminar pequenos focos metastáticos de outras 

lesões benignas pequenas (BIELACK et al., 2016). Lesões maiores que 6mm sugerem 

metástase, entretanto há limitações, pois, alguns focos só são encontrados na toracotomia, 

uma cirurgia de abertura do tórax (CICCARESE et al., 2015). Mesmo assim, a estratégia de 

acompanhamento com TC do tórax, em comparação a radiografia simples, resulta em maior 

taxa de ressecção de nódulos metastáticos (88% vs 60%), aumento da taxa de sobrevida após 

recidiva (49% vs 30%) e de sobrevida global em cinco anos (60% vs 35%) (PAIOLI et al., 

2017), já que a TC é o exame mais sensível para detecção de nódulos pulmonares. Apesar da 

maior sensibilidade da TC (VANEL et al., 1984; PASS et al., 1985), especificamente em 

pacientes pediátricos, há preocupação com exposição à intensa radiação, pois, embora raro, há 

risco potencial de induzir neoplasias (FAHEY; TREVES; ADELSTEIN, 2012) . 
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Figura 1-5 Tomografia computadorizada de tórax de paciente com osteossarcoma. Setas indicam os 

nódulos pulmonares metastáticos. Corte axial. (CEYLAN et al., 2010). 

 

A ressonância magnética (RM) é a ferramenta mais precisa em determinar os limites 

do tumor dentro e fora do osso, assim como sua relação com os tecidos adjacentes, o que é 

essencial para cirurgia definitiva e segura. O exame inclui todo o osso envolvido e as 

articulações proximal e distal, de modo que possam ser visualizadas  lesões salteadas e outros 

focos tumorais no mesmo osso, porém sem contiguidade com o tumor primário (RITTER; 

BIELACK, 2010). A RM por ponderação de difusão (quantitative diffusion – weighted 

magnetic ressonance imaging) mostra-se útil na diferenciação entre áreas viáveis do 

osteossarcoma osteoblástico e fibroblástico e áreas necrosadas após o tratamento 

quimioterápico (KUBO et al., 2017; WANG et al., 2017), abrindo caminho para a avaliação 

da resposta ao tratamento quimioterápico através do exame de imagem. 

Em relação aos exames laboratoriais, o aumento dos níveis séricos de fosfatase 

alcalina (FA) ocorre entre 31,5% e 66,3% dos pacientes, dependendo do estágio de evolução 

da doença. Apesar de ser um exame inespecífico para diagnóstico, ainda é utilizado para 

acompanhamento evolutivo da doença, uma vez que os valores séricos diminuem após o 

início da quimioterapia  (ABARRATEGI et al., 2016). Um estudo retrospectivo, realizado em 
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2015 na Universidade de São Paulo analisou 137 casos de osteossarcoma e demonstrou que 

houve queda nos níveis de FA após a quimioterapia quando comparados com os níveis antes 

da quimioterapia. No entanto, não houve relação entre os valores dessas enzimas e os índices 

de necrose tecidual após a quimioterapia (ZUMARRAGA et al., 2016). Além disso, alguns 

estudos verificaram que a FA é fator prognóstico no osteossarcoma, e em altos níveis está 

associada à menor sobrevida global e menor sobrevida livre de doença  (HAO et al., 2017; 

KIM et al., 2017). Ainda não foi esclarecido se o aumento deste marcador está relacionado 

com as células tumorais osteoblásticas ou com a formação óssea reativa em resposta à 

osteólise tumoral (KIM et al.,2017).  

1.2.3 Avaliação histológica 

O diagnóstico definitivo das neoplasias ósseas é confirmado através da avaliação 

histológica (ABARRATEGI et al., 2016; ZHANG; ROSENBERG, 2017). 

Microscopicamente, o osteossarcoma é caracterizado pela presença de células mesenquimais 

malignas que produzem tecido osteóide (Figura 1-6) (WHO, 2013).  
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Figura 1-6 Aspecto microscópico do osteossarcoma evidenciando pela matriz osteóide (*) e atipia 

celular. As setas indicam núcleos atípicos. Microscopia óptica. Aumento de 20x (A) e 40x (B). 

Coloração com hematoxilina e eosina. Imagem getilmente cedida pela Dra. Anabela Caruso da 

Unidade de Anatomia Patológica do INTO. 

 

A classificação em subtipos histológicos se baseia na morfologia celular e, como 

auxílio ao diagnóstico, esses subtipos podem também ter relação com a localização anatômica 

e com a apresentação radiográfica. Nos tumores de alto grau, o subtipo histológico mais comum, 

o OS osteoblástico, comumente ocorre nas extremidades do esquelto, enquanto o subtipo 

condroblástico ocorre com maior frequência na cabeça, pescoço e no tronco (DURNALI et 

al.,2013). 

De acordo com sua apresentação histológica os osteossarcomas podem ser agrupados 

em tumores de alto ou baixo grau. Os de alto grau são caracterizados por maior celularidade, 

atipia nuclear, altas taxas de mitoses e células pouco diferenciadas. São considerados de pior 

prognóstico, pois há relação com maior ocorrência de metástases (KUNDU, 2014). Dentre 

esses, há o osteossarcoma convencional que ainda pode ser subdividido em osteoblástico, 

fibroblástico e condroblástico, o osteossarcoma superficial de alto grau, o de pequenas células 
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e o telangectásico. Já os osteossarcomas de baixo grau são bem diferenciados, apresentam 

baixa taxa de mitose e pouca atipia nuclear. Dentre eles estão o osteossarcoma central de 

baixo grau, parosteal e periosteal (WHO, 2013; DURFEE et al.,2016;  LINDSEY et al.,2017). 

Essa classificação é importante para a definição do tratamento, uma vez que nos tumores de 

baixo grau histológico não há resposta à quimioterapia, enquanto nos de alto grau o efeito da 

quimioterapia é evidenciado através da necrose tecidual no tumor ressecado cirurgicamente 

(WHO, 2013).   

1.3 Tratamento do osteossarcoma 

 A abordagem terapêutica se baseia no diagnóstico histológico, no estadiamento 

clínico, na idade e nas condições gerais do paciente. Atualmente o tratamento padrão consiste 

na realização de quimioterapia nos períodos pré e pós-operatórios definidos, respectivamente, 

como neoadjuvante e adjuvante, associados à cirurgia de ressecção  (ANDO et al., 2013). O 

osteossarcoma é considerado um tumor radio resistente e, assim, a experiência com 

radioterapia no tratamento local é limitada e frequentemente não é utilizada como primeira 

escolha (SCHWARZ et al., 2009). Estudos sugerem que a radioterapia pode ser paliativa 

(para controle dos sintomas)  para pacientes tratados com quimioterapia e para aqueles com 

tumores irressecáveis ou ainda inacessíveis, como por exemplo, tumores na pelve ou coluna 

vertebral; ou ainda naqueles pacientes que tenham focos tumorais residuais microscópicos 

após ressecção com pouca margem cirúrgica (DELANEY et al., 2005; RITTER; BIELACK, 

2010).  
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1.3.1 Tratamento cirúrgico 

A cirurgia é indispensável no tratamento do osteossarcoma e seu objetivo é a remoção 

completa do tumor com ampla margem de tecido normal (margem cirúrgica), a fim de evitar a 

recorrência local e melhorar a sobrevida global (ANDO et al., 2013). Quando as margens 

cirúrgicas adequadas não podem ser acessadas, a amputação deve ser considerada, pois a 

recidiva local está asssociada com o comprometimento das margens excisadas (GRIMER, 

2005). 

 A escolha do procedimento cirúrgico depende do tipo e grau histológicos, topografia, 

resposta à quimioterapia neoadjuvante, resultado funcional e preferência dos pacientes 

(MARINA et al., 2004;  MARULANDA et al., 2008). A cirurgia consiste em amputação do 

membro ou ressecção ampla que é seguida de reconstrução biológica ou colocação de 

endoprótese. As técnicas de preservação dos membros evoluíram muito nos últimos anos e a 

reconstrução biológica do membro pode ser realizada com aloenxerto, auto-enxerto ou pela 

técnica de rotação do membro (GRIMER, 2005).  

 Apesar das avançadas técnicas cirúrgicas, a taxa de recorrência local em pacientes 

com osteossarcoma não metastático é de 46% (BACCI et al., 2006). Os procedimentos 

cirúrgicos devem ser realizados em conjunto com a quimioterapia convencional, tanto para o 

controle local do tumor como para o controle da doença sistêmica (BRULAND et al., 2005). 

1.3.2 Tratamento quimioterápico 

Atualmente os pacientes diagnósticados com osteossarcoma de alto grau recebem 

quimioterapia neoadjuvate intravenosa, que consiste na combinação de cisplatina (CIS), 

adriamicina ou doxorrubicina (DOX) e metotrexato (MTX) (BOTTER et al., 2014; FERRARI 

e SERRA, 2015). No Brasil, o protocolo quimioterápico consiste em administração da 
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quimioterapia MAP (Metotrexato, Adriamicina e Cisplatina) de 1 a 10 semanas, seguida pela 

cirrugia na 11ª ou 12ª semana. Frequentemente são 2 ciclos de 5 semanas com admnistração 

de  DOX e CIS nas semanas 1 e 6 e MTX nas semanas 4, 5, 9 e 10,  variando de acordo com a 

resposta dos pacientes (SENERCHIA et al., 2017). O propósito desse tratamento, nos tumores 

de alto grau,  é induzir à necrose tumoral e controlar micrometástases que possam estar 

presentes no momento do diagnóstico (BACCI e LARI, 2001; WITTIG et al., 2002).  

A necrose tumoral, provocada pela quimioterapia neoadjuvante, é avaliada através da 

ressecção cirúrgica do tumor. Essa análise quantifica macroscopicamente o percentual de 

tumor viável e com necrose e classifca os pacientes em bons e maus respondedores. Grau I 

são pacientes cuja quimioterapia não foi eficiente e possuem muito tumor viável; Grau II 

houve uma resposta parcial com mais de 50 % de necrose tumoral; Grau III mais de 90% do 

tumor apresenta necrose mas ainda existe tumor viável e no Grau IV não existe tumor viável, 

apenas áreas de necrose. Apenas graus III e IV são bons respondedores à quimioterapia  

(HUVOS et al.,1977; ROSEN et al.,1982). Entretanto,  o tratamento quimioterápico não tem 

indicação nos tumores de baixo grau histológico (GRIMER et al., 2005; HANG e CHEN, 

2014), cuja taxa de sobrevida é alta, variando de 89 a 91%, sem tratamento sistêmico (WHO, 

2013) .  

1.3.2.1 Aspectos históricos 

A quimioterapia foi introduzida com sucesso na pediatria oncológica nas décadas de 

50 e 60, e consistia no uso de DOX, ciclofosfamida, vincristina, actinomicina, fluorouracil e 

MTX (SINKS; MINDELL, 1975; SUTOW et al., 1975). 

No início dos anos 70 foi iniciado o esquema de quimioterapia neoadjuvante e 

adjuvante para o tratamento do osteossarcoma. No final de década de 80 um estudo publicado 

no New England Journal of Medicine mostrou que menos de 20% dos pacientes tratados 
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apenas com cirurgia sobreviviam sem recorrência da doença, enfatizando o papel da 

quimioterapia no tratamento. Nesse trabalho, a quimioterapia resultou em taxa de recidiva de 

44% em dois anos versus 80% no grupo de pacientes que não foram tratados (LINK, 1986). 

Na época o tratamento consistia basicamente em DOX e MTX em altas doses, e começaram a 

surgir trabalhos incorporando a CIS ao tratamento (CHUANG et al., 1981; JAFFE et al., 

1983). Na década de 90 se iniciou a poliquimioterapia com a associação de CIS, DOX e 

MTX, a chamada quimioterapia MAP  que é utilizada atualmente (ABARRATEGI et al., 

2016), antes e após o tratamento cirúrgico. Assim, muitos estudos mostraram benefício da 

incorporação da quimioterapia, com aumento da sobrevida livre da doença não metastática 

para cerca de 70% (FERRARI et al., 2005; MEYERS et al., 2005; BACCI et al., 2006;; 

JAFFE, 2009; MIRABELLO; TROISI; SAVAGE, 2009b). 

Posteriormente, a incorporação de ifosfamida e etoposídeo se mostrou efetiva em 

pacientes com a doença metastática, no entanto estão associados a outras complicações 

clínicas como mielossupressão, toxicidade renal e infecções (GOORIN et al., 2002). Mais 

recentemente, um estudo clínico randomizado com 618 pacientes que apresentaram má 

resposta à quimioterapia MAP neoadjuvante contraindicou o uso de etoposídeo e ifosfamida. 

Neste estudo, os pacientes foram divididos em dois grupos após a cirurgia: aqueles que 

receberam CIS, DOX e MTX (n=310) e aqueles nos quais também foram administrados 

ifosfamida e etoposídeo (n=308) no período pós-operatório, com acompanhamento médio de 

62,1 meses. A sobrevida livre de evento em três anos (55% vs 53%, p=0,86) e a sobrevida 

global (77% vs 87%, p=0,0024) não diferiram. Além disso, o grupo que recebeu etoposídeo e 

ifosfamida apresentou maior toxicidade não hematológica (qualquer toxicidade, excluindo 

neutropenia, trombocitopenia, anemia e leucopenia) (MARINA et al., 2016).  

A adição da poliquimioterapia ao tratamento cirúrgico aumentou significativamente a 

sobrevida, entretanto, quase 40% dos pacientes com a doença localizada ainda apresentam 
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recidiva (CASALI et al., 2014). A recorrência geralmente ocorre nos três primeiros anos após 

o término do tratamento, mas recidivas tardias são relatadas após dez anos (LUETKE, 

MEYERS et., 2014). Além da taxa de sobrevida de pacientes com doença metastática ainda 

ser baixa, em torno de 25% (SPRINGFIELD et al., 1988; MERCURI et al., 1991; BIELACK 

et al., 2009; LEWIS, 2009; LI et al., 2011; JAFFE, 2014), infere-se que 46,9% dos 

pacientes apresentam má resposta à quimioterapia neoadjuvante (MARINA et al., 2016). 

A toxicidade não seletiva, para células não tumorais, é uma grande limitação dos 

medicamentos (WU, X. R. et al., 2014). Apesar das suas propriedades antitumorais, a ação 

desses agentes quimioterápicos não é específica, provocando efeitos em células não tumorais. 

A DOX pode causar cardiotoxicidade, com efeito dose cumulativo e os sintomas variam 

desde descompensação clínica (2-4 %) até alteração de biomarcadores (30-35%) 

(MCGOWAN et al., 2017). O MTX causa nefrotoxicidade em 1,8% dos pacientes, mesmo 

quando é feito o tratamento de suporte para sua inativação (WIDEMANN et al., 2004). O 

tratamento com CIS é associado a diversos efeitos, como nefrotóxico (BARTON et al., 2017; 

MANOHAR; LEUNG, 2017), cardiotóxico (VARGA et al., 2015), ototóxico, gastrotóxico, 

hepatotóxico e mielossupressor (TSANG; AL-FAYEA; AU, 2009). 

Dessa forma, torna-se necessário o desenvolvimento de novos protocolos e novos 

fármacos para o tratamento do osteossarcoma. 

1.3.2.2 Mecanismo de ação dos quimioterápicos comumente utilizados no tratamento do 

osteossarcoma 

A DOX é também conhecida como adriamicina, pois foi isolada de uma cepa de 

bactéria do solo da costa do mar Adriático no sudeste da Itália. Pertence à classe das 
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antraciclinas e foi descoberta em 1969 por Arcamone e colaboradores (1969)1 a partir de uma 

mutação na cepa da bactéria Streptomices peucetis, que produzia daunorrubicina, o primeiro 

composto da classe descrito (KIM, 2016). Alguns mecanismos de ação já foram propostos 

para explicar a indução de morte celular mediada pela DOX. O modelo mais aceito envolve a 

ligação deste composto com a topoisomerase II resultando na quebra da dupla-hélice de DNA 

(Figura 7-1), permitindo a passagem de outra dupla hélice pela abertura e levando à 

interrupção do ciclo celular. Outros mecanismos independentes da ligação com a 

topoisomerase II também já foram propostos. Dentre eles, a formação de adutos no DNA 

através da ligação com uma guanina que impede a replicação do DNA e induz a morte 

celular; a indução de estresse oxidativo; a indução da síntese de ceramida, que atua na parada 

do ciclo celular, apoptose e senescência celular  (revisado por YANG et al., 2014). 

O MTX é um fármaco análogo aos folatos usado no tratamento de doenças autoimunes 

(5- 10 mg semanais), quando geralmente é administrado por via oral ou subcutânea, e de 

tumores, onde concentrações de até 12 g/m2 são administradas por via oral, intratecal, 

intramuscular ou endovenosa. O perfil farmacodinâmico do MTX pode ser explicado, em 

parte, pela sua interação com enzimas na via do folato (Figura 1-7). O MTX é carreado para o 

interior da célula tumoral por transporte ativo mediado pelo carreador de folato reduzido. Na 

célula, a ação da enzima sintetase poliglutamato forma o MTX poliglutamato ativo que é o 

principal metabólito, através da adição de resíduos de glutamato. Este metabólito inibe a ação 

da enzima dihidrofolatoredutase que converte o dihidrofolato em tetrahidrofolato que, por sua 

vez, é essencial para a síntese das purinas. Assim, seus subprodutos inibem as enzimas 

                                            
1
ARCAMONE F, CASSINELLI G, FANTINI G, GREIN A, OREZZI P, POL C, SPALLA C. Adriamycin, 14-

hydroxydaunomycin, a new antitumor antibiotic from S. peucetius var. caesius. Biotechnology and 

Bioengineering, Vol. XI, Issue 6, Pages 1101-1110 (1969). 
  

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Arcamone%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10699851
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cassinelli%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10699851
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fantini%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10699851
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Grein%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10699851
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Orezzi%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10699851
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pol%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10699851
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Spalla%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10699851
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dependentes de folato que atuam na síntese das purinas e pirimidinas (revisado por 

MIKKELSEN et al., 2011). 

A CIS foi inicialmente sintetizada em 1844 por Michel Peyrone e sua estrutura 

química foi elucidada em 1893 por Alfred Werner. Porém, sua atividade biológica foi descrita 

pela primeira vez na década de 602, quando foi observada a inibição da proliferação celular de 

Escherichia coli (KIM, 2016). Diversos mecanismos moleculares que levam à apoptose e 

morte celular já foram relacionados à ação da CIS e compilados por Dasariand e Tchounwou 

em 2014 na Revista Europeia de Farmacologia. A CIS é transportada para o interior da célula 

através do transportador de cobre e, no citoplasma, os átomos de cloro são deslocados pelas 

moléculas de água. A principal causa da citotoxicidade da CIS é a formação de adutos através 

da reação desse produto hidrolizado com resíduos de purina (Figura 1-7). Esses adutos são 

predominantemente (90%) ligados entre duas guaninas adjacentes e secundariamente (10%) 

também podem se ligar entre uma guanina e uma adenina adjacentes. O estresse oxidativo é 

outro mecanismo de ação da CIS e ocorre através da desregulação da atividade mitocondrial 

pela perda do grupo sulfidrila. As espécies reativas de oxigênio podem também induzir a 

apoptose ou autofagia, que é um processo que envolve o sequestro de conteúdo citoplasmático 

para degradação em lisossomas.  Adicionalmente, a CIS pode provocar efluxo de cálcio da 

mitocôndria com consequente aumento do cálcio intracelular interrompendo a homeostase de 

cálcio.  Em consequência, há peroxidação lipídica e inibição de enzimas e da função 

mitocondrial, depleção de ATP e de outros cofatores levando, por fim, à apoptose e necrose 

tecidual. Outro mecanismo de ação citado ocorre através da ativação de quinases reguladas 

por sinais extracelulares (ERK), que por sua vez promove fosforilação da p53 levando ao 

aumento da expressão de p21 com consequente interrupção do ciclo celular. Adicionalmente, 

outras vias como c-JunN-terminal quinases, proteínas quinases da família p38 e de quinases 

                                            
2ROSENBERG, B.; VANCAMP, L.; KRIGAS, T. Inhibition of cell division in Escherichia 

coli by electrolysisproducts from a platinum electrode. Nature.1965; 205:698–699. 
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da família serina/treonina também podem ser ativadas levando à apoptose (DASARI; 

TCHOUNWOU, 2014). 

 

Figura 1-7 Mecanismo de ação dos quimioterápicos mais comumente utilizados no tratamento 

do osteossarcoma. A doxorrubicina se liga a topoisomerase II resultando na quebra da dupla-

hélice de DNA e consequentemente na interrupção do ciclo celular. A Cisplatina forma adutos 

no DNA através da reação de seus metabolitos intracelulares com resíduos de purina. Os 

subprodutos do Metrotexato inibem as enzimas dependentes de folato que atuam na síntese 

das purinas e pirimidinas 

1.4 Compostos mesoiônicos 

 

“Um composto pode ser apropriadamente 

classificado como mesoiônico quando for 

constituído por um anel heterocíclico de 5 membros, 

o qual não pode ser representado satisfatoriamente 

por uma estrutura covalente ou polar, e que possua 

um sexteto de elétrons π associados aos 5 átomos 

que formam o anel"(OLLIS; RAMSDEN, 

19763apud RIBEIRO, 2004) (Figura 1-8). 

 

                                            
3
OLLIS, W.D.; RAMSDEN, C.A. Mesoionic compounds. Adv. Heterocycl. Chem., San Diego, v. 19, p. 1-121, 

1976. 
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O nome mesoiônico é dado a uma classe de compostos heterocíclicos (ciclo com 

heteroátomos) penta-atômicos (cinco membros), com característica planar. Esses compostos 

possuem regiões contendo carga positiva e negativa, associadas a um sistema aromático 

poliheteroatômico, que favorecem sua interação com biomoléculas. Além disso, a ausência de 

carga líquida na molécula facilita a sua passagem através de membranas biológicas 

(NEWTON E RAMSDEN, 19824apud RIBEIRO (2004).  

 

Figura 1-8 Estrutura química básica dos compostos mesoiônicos. Os átomos constituintes indicados 

pelas letras a-f podem ser: carbono, nitrogênio, oxigênio e enxofre, com seus respectivos substituintes 

específicos para cada tipo de composto. Fonte: RIBEIRO (2004). 

 

 Diversas atividades biológicas dos compostos mesoiônicos já foram descritas tais 

como antifúngica (PAIVA et al., 2015), anti-inflamatória, anticonvulsivante, hipoglicêmica e 

analgésica (JAIN ET AL., 2003). Além disso, foi verificado que esses compostos apresentam 

atividade antitumoral em diferentes tumores como o tumor de Ehrlich, o tumor murino 

Sarcoma 180 (GRYNBERG; SANTOS; ECHEVARRIA, 1997), melanoma (RIBEIRO, 2004; 

SENFF-RIBEIRO et al., 2003), hepatocarcinoma (GOZZI et al., 2015) e carcinossarcoma 

(GALUPPO et al., 2016). 

Mais especificamente, a atividade antimelanoma do composto cloreto de 4-fenil-5-(4-

nitrocinamoil) -1,3,4-tiadiazólio-2-fenilamina (MIC-NO2)
 5 foi testada in vitro e in vivo. O sal 

mesoiônico reduziu a viabilidade celular em 80% após a exposição a 25 µM por 24 h e 

interferiu com a proliferação celular, sendo citotóxico para as linhagens celulares B16-F10. A 

                                            
4
NEWTON O.N.; RAMSDEN, C.A.Mesoionic heterocycles.Tetrahedron, Kindlington, v. 38, p. 2965-3011, 

1982 
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atividade in vivo do fármaco foi avaliada usando modelo de tumor subcutâneo em 

camundongos C57BL/6. Os animais receberam MIC-NO2 por via intraperitoneal em dose 

única de 57 µmol/kg, 24 horas após a inoculação de células. Controles positivos foram 

tratados com fotemustina e dacarbazina, que possuem efeitos conhecidos sobre células de 

melanoma; e os controles negativos foram tratados apenas com o veículo. No 17o dia após a 

inoculação das células, os tumores foram retirados e seus pesos foram determinados. O MIC-

NO2 foi capaz de inibir o crescimento dos tumores em 85% ( SENFF-RIBEIRO et al., 2003; 

SENFF-RIBEIRO et al., 2004) .  

Em células de hepatocarcinoma, os sais MIC-F6 e MIC-NO2 reduziram em 50% a 

viabilidade celular nas concentrações de 25 µM e 50 µM, respectivamente, como 

demonstrado nos ensaios de MTT. Entretanto, em células não tumorais, como hepatócitos de 

camundongos, esses sais não foram citotóxicos (GOZZI et al., 2015). 

In vivo o MIC-NO2 demonstrou atividade antitumoral para tumor de Ehrlich e no 

tumor murino Sarcoma 180. Células tumorais foram inoculadas em camundongos e estes 

foram tratados com esse sal. Nenhuma mudança significativa foi avaliada quanto à toxicidade 

hematológica entre o controle e os animais tradados com o sal (GRYNBERG; SANTOS; 

ECHEVARRIA, 1997). 

 Os principais mecanismos de ação dos compostos mesoiônicos estão relacionados à 

interferência na atividade mitocondrial. Eles têm capacidade de inibir a cadeia respiratória, 

promover colapso do potencial elétrico transmembrana e interferir com a atividade 

ATPase em mitocôndrias (CADENA et al., 1998). Eles também reduzem a peroxidação 

lipídica em membranas mitocondriais através da sua ação desacopladora de elétrons 

(MENDEZ-SANCHEZ et al., 2009). Além disso, sua natureza lipofílica altera a 

permeabilidade da membrana mitocondrial interna, alterando sua fluidez e levando à apopose 
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celular (CADENA et al., 2002; PIRES et al., 2010; PIRES et al., 2011). A apoptose pode 

também ser induzida por fragmentação do DNA e alguns compostos, como o MI-J, têm a 

capacidade de inibir a glicoproteína P, relacionada ao efluxo de drogas e quimioresistência 

(GOZZI et al., 2015). 

 Morfologicamente, foram descritas mudanças significativas nas células tratadas com 

os compostos, tornando-se redondas quando comparadas ao controle, com protrusões da 

membrana plasmática e intensa vacuolização do citoplasma. Além disso, foi mostrado que o 

tratamento promove desorganização do citoesqueleto através da análise das fibras de actina 

(SENFF-RIBEIRO et al., 2004).  

Estes são resultados promissores no que diz respeito à possibilidade dos compostos 

mesoiônicos  se tornarem  uma nova ferramenta para pesquisa e tratamento de neoplasias e 

abre também perspectiva para sua aplicação em outros tumores. O osteossarcoma é o tumor 

maligno mais comum do osso, frequentemente desenvolve metástases e recidivas e acomete 

principalmente crianças e adolescentes. O tratamento consiste em cirurgia associada à 

quimioterapia, porém há poucas opções de fármacos e os disponíveis causam muitos 

efeitosadversos. Além disso, a taxa de sobrevida de pacientes com osteossarcoma ainda é 

baixa, a despeito do tratamento quimioterápico. A identificação de novos compostos com 

aplicação promissora no osteossarcoma é fundamental para aumentar as possibilidades de 

tratamento dessa doença. A pesquisa da atividade biológica antineoplásica dos sais 

mesoiônicos é motivada pelos resultados promissores encontrados em estudos com outras 

neoplasias. 
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2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo Principal 

Avaliar o efeito antitumoral e citotóxico dos sais mesoiônicos MIC-NO2, MIC-F, MI-

4F e MI-3,4-F na linhagem celular de osteossarcoma, MG-63. 

2.2 Objetivos Específicos 

1. Avaliar a sensibilidade das células de osteossarcoma aos sais mesoiônicos através do 

ensaio de viabilidade celular relativa; 

2. Calcular a concentração dos sais capaz de inibir o metabolismo de 50% das células 

(IC50); 

3. Verificar a citotoxicidade induzida pelos sais mesoiônicos em células de 

osteossarcoma;  

4. Avaliar a indução de apoptose celular pelos sais mesoiônicos em células de 

osteossarcoma. 

 

 



 

34 
 

3 MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Sais mesoiônicos 

 Os quatro sais (ou cloretos) mesoiônicos foram sintetizados no Núcleo de Síntese e 

Química Medicinal – NUSQUIMED da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro e 

foram obtidos através de colaboração com a Dra. Aurea Echevarria. As quatro estruturas 

possuem em comum o núcleo mesoiônico central de cinco membros. Contudo, os cloretos 

mesoiônicos MIC-NO2 e MIC-F são compostos derivados de ácidos cinâmicos devidamente 

substituídos. Já os sais mesoiônicos MI-4F e o MI-3,4-F são oriundos dos respectivos 

aldeídos benzoicos (Figura 3-1). 

 As quatro estruturas possuem em comum o núcleo mesoiônico, identificado por um 

quadrado azul na figura 3-1. MIC-F e MIC-NO2 são compostos derivados de aldeídos ou 

ácidos cinâmicos sendo, portanto, aldeído para-nitro-cinamaldeído quando associados a um 

grupo nitro (NO2) ou para-F-cinamaldeído quando associado a um átomo de flúor (F). O MI-

4F possui um átomo de flúor (F) em posição para enquanto o MI-3,4-F possui dois átomos de 

flúor (F), um no carbono 3 e o outro no carbono 4, ambos derivados de aldeídos benzoicos. 
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Figura 3-1. Estrutura química dos sais mesoiônicos utilizados no estudo. Núcleo mesoiônico 

identificado por um quadrado azul. 

3.2 Cultura das células 

A linhagem celular de osteossarcoma humano, MG-63, foi isolada em 1978 na 

Divisão de Ortopedia da Universidade de Leuven a partir da biópsia de um paciente de 14 

anos, do sexo masculino e caucasiano, com osteossarcoma osteogênico justacortical no fêmur 

(HEREMANS, BILLIAU et al., 1978). Para o presente estudo, essa linhagem celular foi 

obtida no Banco de Células do Rio de Janeiro. O meio de cultura utilizado foi DMEM-F12 

(Dulbecco's Modified Eagle Medium com nutriente F-12, Gibco, Grand Island, NY, EUA) 

tamponado com 3,7 g/L de bicarbonato de sódio (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) 

suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB, Gibco), penicilina G sódica a 100UI/mL, 

estreptomicina a 100 µg/ml e anfotericina a 0,25 μg/ml (Sigma-Aldrich). As células foram 

mantidas em estufa a 37oC e 5% de CO2. 
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3.3 Tratamento in vitro com os sais mesoiônicos 

Para a realização dos ensaios, as células foram semeadas em placas de cultura com 

meio DMEM-F12 suplementado com 10% de SFB e incubadas em estufa a 37°C e 5% CO2. 

Após alcançarem cerca de 70% de confluência, as células foram tratadas com diferentes 

concentrações dos sais mesoiônicos previamente diluídos em dimetilsulfóxido (DMSO, 

Sigma-Aldrich), misturados ao meio DMEM-F12 isento de soro. As células foram então 

incubadas por mais 24 ou 48 horas em estufa a 37oC e 5% de CO2. Em cada ensaio foram 

incluídos poços com células tratadas com o veículo (DMSO) no volume correspondente ao 

utilizado na concentração do composto e poços com células não tratadas (controle negativo), 

cultivadas apenas com meio de cultura isento de SFB. As replicatas técnicas dos ensaios 

realizadas em semanas distintas foram feitas com alíquotas recém-diluídas dos compostos. 

3.4 Ensaio de viabilidade celular por MTT 

Neste ensaio foi utilizada a quantidade inicial de 5 x 103células da linhagem MG-63 

por poço, em triplicata técnica, em placas de 96 poços contendo 100µL de meio de cultura, 

nas condições citadas no item 3.3. Após o período de incubação (24h e 48h) com os sais 

mesoiônicos, foram adicionados 10µL/poço de uma solução de 5mg/mL de 3-(4,5-

Dimetiltiazol-2-yl) -2,5- Brometo de Difeniltetrazolium (MTT) (Sigma-Aldrich), a placa foi 

então incubada em estufa a 37°C durante 2horas. Foram adicionados 50 µl/poço de DMSO e a 

placa foi mantida sob agitação durante 15 minutos. A absorbância foi mensurada em 

espectrofotômetro (GloMax® Promega, Madison, WI, EUA) com filtro de referência de 620 

nm e filtro de leitura a 570nm. Para a leitura, foram incluídos poços contendo apenas DMSO 

como branco, para desconto da absorbância obtida em cada poço. O valor do branco foi 

descontado da média das absorbâncias de cada condição. Os resultados foram expressos sob a 
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forma de percentual em relação ao controle, considerado como 100% de viabilidade. Foram 

realizados três experimentos independentes. 

3.5 Ensaio de citotoxicidade 

Neste ensaio foi utilizada a quantidade inicial de 25 x 104células da linhagem MG-63 

por poço, em duplicata técnica, em placas de 24 poços contendo 500µL de meio de cultura, 

nas condições citadas no item 3.3. Após os períodos de incubação (24 e 48h) com os sais 

mesoiônicos, os poços foram lavados com solução tampão salina fosfato (PBS) e dissociadas 

com solução de tripsina a 0,25% e ácido etilenodiamino tetra-acético a 0,04% (EDTA, Sigma-

Aldrich) por 5 minutos em estufa a 37oC e 5% de CO2. Ao fim da incubação, todo o conteúdo 

foi transferido para um tubo cônico e centrifugado a 300 g por 5 minutos. Após a 

centrifugação, o sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas em 1mL de 

meio de cultura e mantidas em gelo até a contagem. A contagem das células mortas e vivas 

foi realizada em câmara de Neubauer pelo método de exclusão por azul de tripan a 0,4% 

(Sigma-Aldrich). Os resultados foram expressos sob a forma de percentual em relação ao 

controle, considerado como 100%. Foram realizados três experimentos independentes. 

3.6 Citometria de fluxo 

Neste ensaio foi utilizada a quantidade inicial de 1,5x105 células da linhagem MG-63 

por poço, em triplicata técnica, em placas de 6 poços contendo 3mL de meio de cultura por 

poço, de acordo com as condições citadas no item 3.3. Após o período de tratamento, o 

sobrenadante foi removido e as células lavadas com PBS e incubadas com uma solução de 

tripsina a 0,25% e EDTA a 0,04% (Sigma-Aldrich) por 5 minutos em estufa a 37oC e 5% de 

CO2. Ao fim da incubação, todo o conteúdo foi transferido para um tubo cônico e 
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centrifugado a 300 g por 5 minutos. Após a centrifugação, o sobrenadante foi descartado e as 

células foram ressuspendidas em 1 mL de PBS com 3% de SFB. A contagem das células 

vivas foi realizada em câmara de Neubauer pelo método de exclusão por azul de tripan a 0,4% 

(Sigma-Aldrich). Um total de 1,0x105 células de cada condição foram separadas, novamente 

centrifugadas, ressuspendidas em 200µL de PBS e armazenadas em gelo por 30 minutos para 

recuperação da membrana. Após esse período, as células foram centrifugadas e 

ressuspendidas em 200 µL de solução tampão (Annexin V Binding Buffer, Biolegend, San 

Diego, CA, EUA) e incubadas por 15 minutos sob proteção da luz e temperatura ambiente 

com 5µL de Anexina V conjugada com Isotiocianato de Fluoresceína (FITC) (Thermo 

Fischer Scientific) e com 10µL de iodeto de propídeo (PI) (Biolegend). Após a incubação, 

foram adicionados 300µL do tampão de anexina e as células foram centrifugadas a 1.500 g 

por 5 minutos, o sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas em 200µL de 

solução tampão para leitura. A leitura foi realizada no citômetro BD Accuri C6® (BD 

Biosciences, San Jose, CA, EUA). Foram adquiridos 50.000 eventos por condição. A análise 

dos resultados foi feita no software do equipamento. Foram realizados três experimentos 

independentes. 

3.7 Análise estatística 

A análise estatística dos dados foi realizada utilizando-se o programa GraphPadPrism 

versão 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). Resultados de pelo menos três 

experimentos independentes foram comparados por análise de variância (ANOVA) seguida 

por pós-teste de Bonferroni para os ensaios de viabilidade celular por redução do MTT e de 

citotoxicidade; e pelo teste de Kruskal-Wallis seguido de pós-teste de Dunn’s para o ensaio de 

citometria. O cálculo da IC50 foi realizado com a ferramenta de regressao nao linear (curva de 

dose-resposta inibitoria) do programa GraphPadPrism. Os dados estão representados como 
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média ± desvio padrão. Foi considerado o intervalo de confiança de 95% e os valores de 

p<0,05 significativos. 
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4 RESULTADOS 

4.1 Efeito dos sais mesoiônicos na viabilidade celular 

Incialmente o efeito dos sais mesoiônicos sobre a viabilidade relativa das células de 

osteossarcoma da linhagem MG-63 foi avaliado 24 e 48 horas após o tratamento com 1, 2,5, 

5, 10, 20 e 25 µM pelo ensaio de redução do MTT.  

Foi verificado que o MIC–F reduziu a viabilidade relativa das células a partir da 

concentração de 5 µM em 24 horas de tratamento e a partir da concentração de 1 µM com 48 

horas de tratamento (Figuras 4-1 A e 4-2 A). Houve diferença estatística na redução da 

viabilidade entre 24 e 48 horas de tratamento com a concentração de 1µM de MIC-F 

(p<0,05). De forma semelhante, o composto MIC–NO2 reduziu a viabilidade relativa das 

células a partir da concentração de 10 µM e de 2,5 µM após 24 e 48 horas, respectivamente, 

sem diferença em relação ao tempo (Figuras 4-1 B e 4-2 B). Contudo, não foi observada 

redução da viabilidade relativa das células tratadas com os compostos MI 4-F e MI-3,4 em 

nenhuma das concentrações e tempos avaliados (Figuras 4-1 C e D e 4-2 C e D). 
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Figura 4-1 Efeito dos sais mesoiônicos na viabilidade de células de osteossarcoma após 24 horas de incubação. A linhagem celular MG-63 foi tratada com 1, 

2,5, 5, 10, 20 e 25 µM dos sais MIC-F, MIC-NO2, MI 4-F e MI-3,4 F e então foi realizado o ensaio de redução do MTT. Os dados representam a média de três 

experimentos independentes em triplicata. Resultados expressos em percentual de viabilidade em relação ao controle (células cultivadas apenas com meio de 

cultura). Dimetilsulfóxido (DMSO) foi utilizado como veículo. Valores representativos da média e desvio padrão. *p<0,05; **p<0,001 e ***p<0,0001 

denotam valores com diferença estatística significativa entre o composto e o veículo n.s.: não significativo. ANOVA seguido de pós-teste de Bonferroni. A 

linha pontilhada representa 50% de viabilidade celular. 
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Figura 4-2 Efeito dos sais mesoiônicos na viabilidade de células de osteossarcoma após 48 horas de incubação. A linhagem celular MG-63 foi tratada com 1, 

2,5, 5, 10, 20 e 25 µM dos sais MIC-F, MIC-NO2, MI 4-F e MI-3,4 F por 48 horas e então foi realizado o ensaio de redução do MTT. Os dados representam a 

média de três experimentos independentes em triplicata. Resultados expressos em percentual de viabilidade em relação ao controle (celulas cultivadas apenas 

com meio de cultura). Dimetilsulfóxido (DMSO) foi utilizado como veículo. Valores representativos da média e desvio padrão. *p<0,05; **p<0,001 e 

***p<0,0001 denotam valores com diferença estatística significativa entre o composto e o veículo no tempo de 48h. n.s. : não significativo. ANOVA seguido 

de pós-teste de Bonferroni. A linha pontilhada representa 50% de viabilidade celular. 
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As concentrações mínimas capazes de inibir a funcionalidade de 50% das células 

(IC50) foram determinadas através da curva dose-resposta. A concentração necessária para 

interferir com o metabolismo de 50% das células está representada na Tabela 4-1. 

 
 Tabela 4-1 Concentração inibitória (IC50) dos sais mesoiônicos sobre a linhagem celular de 

osteossarcoma MG-63. Os valores de IC50 foram obtidos pelo ensaio de redução do MTT após 24 e 48 

horas de tratamento nas concentrações de 1, 2,5, 5, 10, 20 e 25 µM. Os dados representam a média 

(µM) ± erro padrão de três experimentos independentes onde cada condição foi realizada em triplicata. 

Composto/IC50 (µM) 24 horas  48 horas 

MIC-F 4,36 ± 0,08 1,93 ± 0,20 

MIC-NO2 4,78 ± 0,02 2,02 ± 0,05 

MI-4F 61,19 ± 0,27 36,49 ± 0,17 

MI 3,4-F 1674 ± 1,77 45,59 ± 0,13 

 

4.2 Citotoxicidade dos sais mesoiônicos sobre as células de osteossarcoma 

Para investigar se a redução da viabilidade celular relativa induzida pelos sais MIC-F e 

MIC-NO2 estaria relacionada com citotoxicidade, a viabilidade de células de osteossarcoma 

foi avaliada por meio do ensaio de exclusão com azul de tripan. As células foram tratadas 

com as concentrações de 1, 2,5, 5, 10 e 25 µM dos sais por 24 e 48 horas e as células viáveis 

e não viáveis foram contadas. O composto MIC-F foi citotóxico em todas as concentrações 

utilizadas após 24 horas de tratamento reduzindo progressivamente a viabilidade de 66,7% 

com 1 µM até 4,02% com 25 µM. Com 48 horas de tratamento, esse efeito foi significativo 

a partir da concentração de 2,5 µM, que correspondeu a 64,1% de viabilidade e chegou a 

citotoxicidade máxima (100%) com 25 µM (Figura 4-3 A). Para o composto MIC-NO2, foi 

observada citotoxicidade significativa após 24 horas de tratamento com as concentrações de 

5, 10 e 25 µM, com viabilidade respectiva de 54,6%, 23,3% e 3,1%. Após 48 horas, 

observou-se redução da viabilidade para 53,5%, 24,8%, 7,1% e 1,7% com as concentrações 

de 2,5, 5, 10 e 25 µM, respectivamente (Figura 4-3 B). 
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Figura 4-3 Citotoxicidade dos sais MIC-F e MIC-NO2 sobre as células de osteossarcoma. A linhagem 

celular MG-63 foi tratada com 1, 2,5, 5, 10 e 25 µM dos sais MIC-F e MIC-NO2 por 24 e 48 horas e 

então foi realizada contagem de células viáveis por meio do método de coloração com azul de tripan. 

Os dados representam a média de quatro experimentos independentes em duplicata. Resultados 

expressos em percentual em relação ao controle. Valores representativos da média e desvio padrão. 
#p<0,05; ##p<0,001 e ###p<0,0001 denotam valores com diferença estatística significativa entre o 

composto e o veículo no tempo de 24h e *p<0,05; **p<0,001 e ***p<0,0001 no tempo de 48h. 

ANOVA seguido de pós-teste de Bonferroni. 

4.3 Indução da morte celular por apoptose 

Uma vez que os compostos MIC-F e MIC-NO2 foram capazes de induzir a morte das 

células de osteossarcoma, resolvemos investigar se estes compostos estariam induzindo 

apoptose nestas células. Para isso, realizamos um ensaio de citometria de fluxo com Anexina 

V e PI. Para tal, as células foram tratadas com os compostos MIC-F e MIC-NO2 nas 

concentrações de 1 e 5 µM por 24 horas e o percentual de células apoptóticas foi quantificado 

por citometria de fluxo. Para esta análise, consideramos como percentual de apoptose o 

somatório do percentual de células Anexina V positivas (+) PI negativas (-) mais o percentual 

de células Anexina V+ PI+. 

No tratamento das células MG-63 com o composto MIC-F a 1 e 5 µM, o percentual de 

células em apoptose foi de 29,3 ± 11,4% e 35,9 ± 16,3% (média ± desvio padrão), 

respectivamente. Para o composto MIC-NO2, esse percentual foi de 35,3 ± 12,1 e de 42,9 ± 

4,2% para as concentrações de 1 e 5 µM, respectivamente. Houve diferença estatisticamente 
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significativa (p=0,046) entre as células tratadas com o sal mesoiônico MIC-NO2 (42,8 ± 4,1) e 

com o veículo correspondente a concentração de 5 µM (8,5 ± 1,7%) (Figuras 4-4 e 4-5). 

 
Figura 4-4 Avaliação da indução de apoptose por citometria de fluxo. As células MG-63 foram 

tratadas com 1 e 5 µM dos compostos MIC-F e MIC-NO2 por 24 horas. (A) Dot-plot mostrando perfil 

SSC x FSC (Side scattering x forward sacttering) das células MG-63. A região delimitada (linha 

vermelha pontilhada) representa a população selecionada para avaliação. (B) Imagem representativa 

do perfil de Anexina V x PI do controle negativo (células incubadas com os compostos que não foram 

incubadas com Anexina V e PI). (C) As células foram tratadas com veículo (dimetilsulfóxido - 

DMSO), MIC-F e MIC-NO2 por 24 horas nas concentrações indicadas e avaliadas quanto à exposição 

a fosfatidil serina e permeabilidade ao PI. Anexina V-FITC: Anexina V conjugada com isotiocianato 

de fluoresceína. PI: iodeto de propídeo. 
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Figura 4-5 Percentual de células MG-63 tratadas com as concentrações de 1 e 5 µM dos sais MIC-F e 

MIC-NO2. As células foram tratadas com as concentrações de 1 e 5 µM dos sais MIC-F e MIC-NO2 

por 24 horas. Quantificação dos resultados de três experimentos independentes (citometria de fluxo). 

(N=2) para a concentração de 5 µM do composto MIC-NO2. Tratamento com o veículo 

(dimetilsulfóxido) no mesmo volume correspondente ao volume utilizado para ambas as 

concentrações. P valor = 0,05, ANOVA seguido de pós-teste de Sidak’s*P valor = 0,046 denota 

diferenca significativa entre veículo 5 e MICNO2 5µM. 
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5 DISCUSSÃO 

O osteossarcoma é o tumor ósseo maligno mais comum, altamente metastático que 

acomete principalmente crianças e adolescentes. O tratamento consiste em cirurgia associada 

a quimioterapia que induz a morte de células do tumor primário, porém não impede a 

recorrência do tumor ou a ocorrência de focos metastáticos. As opções de tratamento 

quimioterápico não tiveram alterações significativas nos últimos 30 anos e não são 

absolutamente efetivas, sendo estimada falha terapêutica em cerca de 46% dos pacientes 

(MARINA et al., 2016) e muitas vezes causam efeitos colaterais que impedem a continuidade 

de seu uso. Além disso, existem poucas opções de agentes terapêuticos e também de agentes 

específicos para os tumores metastáticos ou refratários à quimioterapia atual, criando uma 

necessidade real para o desenvolvimento de regimes mais específicos biologicamente. Nesse 

contexto, emerge a busca por novas opções de tratamento para a doença. 

Na pesquisa e desenvolvimento de novos fármacos, inicialmente são realizados 

ensaios pré-clínicos, que consistem na detecção da atividade biológica in vitro a fim de 

selecionar compostos, seguida da análise da atividade em modelos in vivo apropriados. Se o 

composto for selecionado como o candidato, segue para a fase de desenvolvimento em 

fármaco e deve ser submetido à agência reguladora do país antes de seguir para os testes 

clínicos. Aproximadamente um de cada 15 a 25 candidatos progride para os testes de 

segurança e eficácia (em animais e humanos) e apenas 4% a 7% chegam a ser distribuídos aos 

pacientes (LOMBARDINO; LOWE, 2004). O presente trabalho consistiu na fase inicial de 

um ensaio pré-clínico in vitro em que reportamos o efeito dos sais mesoiônicos sobre o 

metabolismo e apoptose de células de OS.  

Inicialmente o efeito de quatro sais mesoiônicos foi testado sobre a viabilidade da 

linhagem celular MG-63 através do ensaio colorimétrico de redução do MTT. O MIC-F e o 
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MIC-NO2 foram os únicos que reduziram a viabilidade celular. Os compostos MI-4F e MI3,4-

F não reduziram a viabilidade celular na linhagem testada, tendo sido decidido, portanto, 

descontinuar suas análises. 

O composto MIC-NO2 é um nitro cinamaldeído e sua caracterização foi feita em 1997 

no trabalho de Grynberg e colaboradores. Neste trabalho também foi mostrada sua capacidade 

de inibição do crescimento do sarcoma-180 em camundongos sem provocar efeitos colaterais 

concomitantes. Em nosso estudo, este composto mostrou-se citotóxico com valores de IC50 de 

apenas 4,78 ± 0,02 µM (ou 0,002 g/L) em 24 horas e 2,02 ± 0,05 µM (ou 0,0008 g/L) em 48 

horas. O MIC-F também é derivado de aldeídos (ou ácidos) cinâmicos porém é associado a 

um átomo de flúor. Sua atividade foi primeiramente demonstrada em um estudo com as 

formas promastigota e amastigota do protozoário Leishmania amazonensis, causador da 

Leishmaniose cutânea, em 2002 (DA SILVA et al., 2002). Em nosso estudo, os valores de 

IC50 foram de 4,36 ± 0,08 µM (ou 0,0017 g/L) em 24 horas e 1,93 ± 0,20 µM (ou 0,00078 

g/L) em 48 horas. Comparativamente, são descritas concentrações inibitórias (IC50) de 

0,03g/L a 0,15g/L para cisplatina (WU, W. et al., 2014; SONG et al., 2017) e de 4 µM (HE et 

al., 2015) e 0,00002 g/L (RONCUZZI et al., 2014) para doxorrubicina. Dessa forma, a 

atividade inibitória in vitro do MIC-NO2 e do MIC-F é tão ou mais eficaz do que aquela 

provocada pelos quimioterápicos comerciais já utilizados para o tratamento do OS. 

A ação de ambos os sais também já foi demonstrada sobre células de hepatocarcinoma 

(HepG2) nas quais, em 24 horas, o MIC-F reduziu em 50% a viabilidade celular a partir de 

25µM. Já o MIC-NO2 provocou esse efeito a partir de 50µM (GOZZI et al., 2015). Apesar 

dos autores não terem feito curva dose-resposta e o cálculo de IC50, esses sais parecem ser 

mais efetivos sobre as células de osteossarcoma da linhagem MG-63. 

Estruturalmente, os quatro compostos possuem em comum o núcleo mesoiônico, 

porém MIC-NO2 e MIC-F possuem dupla ligação com o anel aromático do núcleo 
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mesoiônico. Essa dupla ligação é derivada do aldeído cinâmico e é um dos fatores que 

colaboram para a maior lipossolubilidade das moléculas, o que poderia explicar seu maior 

efeito sobre as células de OS. Além disso, a presença de um átomo de flúor no grupo 

cinamaldeído intensifica o efeito dos compostos mesoiônicos na função mitocondrial, 

provocando maior redução do consumo de oxigênio, diminuindo a eficácia do controle 

respiratório e diminuindo significativamente a atividade de enzimas da cadeia respiratória 

(PIRES ADO et al., 2010). 

Uma vez que o ensaio do MTT infere apenas metabolismo celular, a fim de confirmar 

o potencial citotóxico, realizamos a análise da atividade dos compostos sobre a viabilidade 

celular. No ensaio de viabilidade celular, na concentração de 10 µM, ambos os sais reduziram 

a viabilidade celular em cerca de 75% em 24 horas e em mais de 90% em 48 horas, 

alcançando citotoxicidade máxima (98,3% a 100%) com 25 µM no tratamento em 48 horas. 

No estudo de Senff -Ribeiro de 2003, também através do ensaio de exclusão pelo azul de 

tripan, os autores mostraram que em células de melanoma murino (B16-F10) o composto 

MIC-NO2 reduziu a viabilidade celular, em 24 e 48 horas, a partir de 10 µM, alcançando 

citotoxicidade máxima com cerca de 75 µM. Em 2004, os mesmos autores, trabalhando com 

diversas linhagens celulares de melanoma humano, mostraram resultados semelhantes, porém 

com algumas particularidades em relação às linhagens. Na maior parte das linhagens testadas, 

a concentração de 10 µM em 24 horas variou a redução da viabilidade entre 23% e 56%. Em 

48 horas essa redução variou entre 13% e 30%. Nesse estudo a citotoxicidade máxima em 24 

horas só foi atingida com a concentração de 75 µM e em 48 horas com 50 µM para duas das 

quatro linhagens testadas (SENFF-RIBEIRO et al., 2004). Esses resultados reforçam que no 

nosso estudo as células MG-63 parecem ser mais sensíveis aos sais mesoiônicos MIC-F e 

MIC-NO2. 
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O composto MIC-F foi citotóxico em todas as concentrações utilizadas após 24 horas 

de tratamento reduzindo progressivamente a viabilidade celulara para  66,7% com 1 µM até 

4,02% com 25 µM. Com 48 horas de tratamento, esse efeito foi significativo a partir da 

concentração de 2,5 µM, que correspondeu a 64,1% de viabilidade e chegou a citotoxicidade 

máxima (100%) com 25 µM. Para o composto MIC-NO2, foi observada citotoxicidade 

significativa após 24 horas de tratamento com as concentrações de 5, 10 e 25 µM, com 

viabilidade respectiva de 54,6%, 23,3% e 3,1%. Após 48 horas observou-se redução da 

viabilidade para 53,5%, 24,8%, 7,1% e 1,7% com as concentrações de 2,5, 5, 10 e 25 µM, 

respectivamente. 

Com intuito de explorar os mecanismos envolvidos com a citotoxicidade, realizamos o 

ensaio de citometria de fluxo com iodeto de propídeo e anexina-V nas células tratadas com 

concentrações de 1 e 5 µM, mais baixas do que a IC50, por 24h. A indução da apoptose é um 

dos mecanismos de inibição tumoral promovido por quimioterápicos (RAYCHAUDHURI, 

2010). In vivo, o índice de apoptose está diretamente relacionado à eficácia da 

quimioterapia. Em pacientes com câncer gástrico, foi demonstrado que a quimioterapia pré-

operatória promove inibição do crescimento tumoral e apoptose de células tumorais em 

comparação com os pacientes que foram submetidos apenas à cirurgia sem quimioterapia 

(WU, A. et al., 2014). In vitro, o tratamento de células MG-63 com doxorrubicina induz a 

apoptose celular através da ativação das caspases-3 e 8 (YANG et al., 2017). Da mesma 

forma, o tratamento com cisplatina induz a expressão da proteína pró-apoptótica Bax e inibe 

a expressão da proteína anti-apoptótica Bcl-2. Isso resulta na alteração da razão Bax/Bcl-2, 

na liberação de citocromo-c e na ativação de vias mitocondriais apoptóticas que levam à 

ativação das caspases-9 e 3 e a clivagem da poli (ADP-ribose) polimerase-1 (ZHANG et al., 

2017), uma proteína nuclear relacionada a reparo de danos ao DNA (CHAITANYA et al., 

2010). 
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Aqui mostramos que os compostos (MIC-F e MIC-NO2) apresentam tendência em 

induzir apoptose celular, porém, observamos redução significativa apenas para o composto 

MIC-NO2 quando utilizado a 5µM. É possível que as vias de indução da apoptose sejam 

semelhantes às observadas por Gozzi e colaboradores (2015), os autores observaram que o 

tratamento de células de hepatocarcinoma com 25 µM dos compostos MIC-NO2 e MIC-F 

resultaram, respectivamente, em 11% e 36% das células duplo-positivas (Anexina V e PI). 

Esse percentual é menor do que a média observada no nosso estudo que foi realizado com 

concentrações inferiores. Dessa forma, futuramente cabe investigar as vias que levam à 

apoptose induzida pelos sais mesoiônicos em células de osteossarcoma. 

As alterações morfológicas provocadas por esses compostos já foram reportadas na 

literatura, porém ainda não foram alvo de observação pelo nosso grupo. No estudo de Gozzi e 

colaboradores (2015), os compostos provocaram perda da organização celular, vacuolização 

do citoplasma, contração celular, picnose nuclear e presença de corpos apoptóticos (blebs). O 

tratamento in vitro de linhagens celulares de melanoma por 2 horas com altas concentrações 

(25 e 50µM) do composto MIC-NO2 também provocou essas alterações morfológicas 

sugestivas de apoptose. Os autores observaram ainda alterações morfológicas como redução 

do alongamento, aumento do arredondamento celular e completa desorganização do 

citoesqueleto através da marcação dos filamentos de actina com faloidina conjugada com 

FITC (SENFF-RIBEIRO et al., 2004).   

Da mesma forma, a atividade in vivo dos sais mesoiônicos em modelos animais de 

osteossarcoma ainda não foi investigada pelo nosso grupo. O efeito antitumoral do composto 

MIC-NO2 em modelo murino de melanoma já foi demonstrado após tratamento com dose 

única de 57µmol/Kg por via intraperitoneal. Foi reportada inibição do crescimento do tumor 

em 80% em comparação aos fármacos já utilizados para o tratamento do melanoma, como a 

fotemustina (40%) e a dacarbazina (30%). Além disso, houve diminuição do tamanho e do 
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peso do tumor, em relação aos fármacos supracitados. O efeito foi relacionado às alterações 

nas funções mitocondriais e à apoptose celular (SENFF-RIBEIRO et al., 2003). 

 É importante ressaltar (considerar) que as avaliações apresentadas neste estudo foram 

realizadas em uma única linhagem celular, sendo importante a realização de estudos 

complementares que corroborem estes dados em outras linhagens de osteossarcoma. 

Pontuamos que a avaliação das vias de sinalização afetadas pelos compostos, bem como seu 

efeito no ciclo celular, os danos ao DNA, o seu efeito antitumoral in vivo e as características 

físico-químicas que determinam as suas propriedades in vivo e in vitro são perspectivas 

relevantes desse estudo. Acreditamos ainda que a avaliação da sinergia desses compostos com 

os outros fármacos já utilizados no tratamento do OS, como a doxorrubicina, o metotrexato e 

a cisplatina, pode ser promissora, uma vez que que a sinergia entre compostos pode diminuir 

os efeitos colaterais indesejáveis, pois possibilitaria a diminuição da dose de cada fármaco, 

como já demonstrado (YANG et al., 2017). 

 Outro ponto a ser considerado é a avaliação da atividade in vivo em modelo murino 

de osteossarcoma. Essa avaliação permitiria observar o efeito antitumoral em um modelo 

complexo e também a toxicidade inespecífica dos compostos, que está relacionada aos efeitos 

adversos comumente observados na quimioterapia.  No contexto dos ensaios pré-clínicos in 

vivo, após a identificação química de um composto candidato, são realizados estudos de 

segurança farmacológica (ensaio de toxicidade de doses única e repetida, toxicidade 

reprodutiva, genotoxicidade, tolerância local, carcinogenicidade) e de toxicocinética 

(absorção, distribuição, metabolismo e excreção) (BARBERATO FILHO, 2006; BRASIL, 

2013).  

Outra perspectiva desse estudo seria investigar se há a especificidade biológica. Novas 

estratégias como terapias combinadas, imunoterapia e/ou terapia direcionada ao 

microambiente tumoral estão emergindo no contexto da terapia do câncer (ABARRATEGI et 
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al., 2016). Mais especificamente, os organosulforados mostraram efeitos inibitórios 

específicos para células-tronco no OS (LI et al., 2009) e a metformina, fármaco utilizado para 

tratamento do diabetes, inibiu o crescimento e a proliferação de células de OS e de células-

tronco tumorais do OS (CHEN et al., 2015).  

Considerando-se o status quo do tratamento do osteossarcoma e os efeitos adversos, os 

resultados deste estudo podem fazer destes sais mesoiônicos potenciais candidatos para a 

pesquisa e desenvolvimento de fármacos para o controle dessa doença.  
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6 CONCLUSÕES 

o Os sais mesoiônicos MI-4F e MI3,4 – F não interferem com a viabilidade de 

células MG-63; 

o Os sais mesoiônicos MIC-F e MIC-NO2 reduzem a viabilidade celular e são 

citotóxicos para células de osteossarcoma da linhagem MG-63; 

o Os sais mesoiônicos MIC-F e MIC-NO2 induzem a apoptose em células de 

osteossarcoma da linhagem MG-63; 

o Os sais mesoiônicos MIC-F e MIC-NO2 são moléculas promissoras para 

pesquisa e desenvolvimento de fármacos para o tratamento do osteossarcoma. Apontamos 

esses compostos como promissores para aplicação futura no tratamento deste tumor.   
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