
UNIVERSIDADE DE BRASÍLIA 

FACULDADE DE CIÊNCIAS DA SAÚDE 

 

 

 

LARIZZA HELLEN SANTANA MATOS 

 

 

 

 

 

 

 

AVALIAÇÃO TOXICOLÓGICA AGUDA DOS DERIVADOS DIIDROPIRIMIDINONAS 

4P E 4BC 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Brasília 

 2017 



LARIZZA HELLEN SANTANA MATOS 

 

 

 

 

 

AVALIAÇÃO TOXICOLÓGICA AGUDA DOS DERIVADOS DIIDROPIRIMIDINONAS 

4P E 4BC 

 

 

 

Dissertação de Mestrado apresentada ao 

programa de Pós- Graduação em Ciências 

Farmacêuticas da Faculdade de Ciências da 

Saúde, Universidade de Brasília, como requisito 

parcial à obtenção do título de Mestre em 

Ciências Farmacêuticas. 

 

 

Orientador: Prof. Dr. Mauricio Homem de Mello. 

 

 

 

 

Brasília 

2017 



LARIZZA HELLEN SANTANA MATOS 

 

TÍTUILO: AVALIAÇÃO TOXICOLÓGICA AGUDA DOS DERIVADOS 

DIIDROPIRIMIDINONAS 4P E 4BC. 

 

Dissertação de Mestrado apresentada ao Programa de Pós-Graduação em Ciências 

Farmacêuticas, Faculdade de Ciências da Saúde, Universidade de Brasília, como 

requisito parcial à obtenção do título de Mestre em Ciências Farmacêuticas. 

 

Aprovada em ______ de ________ de 2017. 

 

BANCA EXAMINADORA 

 

PRESIDENTE: 

 

___________________________________________________________ 

Prof. Dr. Mauricio Homem de Mello 

Universidade de Brasília (UnB) 

 

MEMBROS: 

___________________________________________________________ 

Prof. Dr. Fabiane Hiratsuka Veiga de Souza 

Universidade de Brasília (FCE/UnB) 

___________________________________________________________ 

Prof. Dr. José Raimundo Corrêa 

Universidade de Brasília (UnB) 

___________________________________________________________ 

Profa. Dra. Pérola de Oliveira Magalhães Dias Batista 

Universidade de Brasília (UnB). 



AGRADECIMENTOS 

Primeiramente ao meu bom Deus por me conceder a vida e sempre cuidar 

dos meus passos e das minhas escolhas.  

Agradeço imensamente ao meu orientador, Prof. Dr. Mauricio Homem de 

Mello, pelo conhecimento compartilhado, incentivo, companheirismo e por ser meu 

exemplo de pesquisador e professor, sabemos que foi uma jornada repleta de 

desafios, mas com sua liderança conseguimos superar as dificuldades.  

Agradeço aos meus pais, Leda e Matos, pela formação e apoio durante toda 

minha vida, pelos conselhos, pelo carinho e por não me deixar abalar diante das 

dificuldades, sem vocês jamais conseguiria. A minha irmã (miúda) meu obrigado 

pelo companheirismo e amor.  

Ao meu namorado Thiago Sousa pela parceria ao longo desses anos, por me 

incentivar e não me deixar desanimar. Agradeço pela imensa ajuda com a parte das 

análises estatística e pela paciência ao longo dessa minha trajetória.  

Aos meus eternos amigos da vida (Aninha, Brenda, Dayse, Luzia, Cíntia, 

Láyna, Ariane, Laryssa, Karol, Mari, Grazi, Camila) do trabalho (Chyntia, Helder, 

Tiago, Kelly, Danny, Queiroz, Ruberam e Miguel), do EJOC, aos meus familiares  e 

minhas primas-irmãs ( Raquel, Hallyne e Milena) que entenderam a minha ausência 

ao longo desses dois anos de estudo, mas que permaneceram presentes me 

apoiando e cuidando de mim.   

Às professoras Dra. Pérola Magalhães, Dra. Yris Maria Fonseca-Bazzo e Dra. 

Dâmaris Silveira por terem me dado a oportunidade de desenvolver meu trabalho no 

laboratório e muito além de disponibilizar o espaço me fizeram pertencer ao grupo 

de pesquisa, ser parte dessa equipe maravilhosa. Meu muito obrigado.  

Ao prof. Dr. Brenno Amaro da Silveira Neto e sua equipe, em especial ao Beto 

por terem cedido gentilmente as moléculas para execução do meu trabalho, bem 

como por sempre estarem disponíveis para nós para solucionar dúvidas e melhorar 

nossa trabalho, sem vocês nada disso seria possível.  

À profa. Dra. Yanna pela colaboração e disponibilidade em nos auxiliar com 

os exames hematológicos e bioquímicos e a toda a equipe do Laboratório de 



Doenças Celíacas que sempre foram muito gentis e prestativos, em especial à 

Yllana, Laise, Laís e a Cida.  

Ao veterinário Dr. José Luiz Jivago pelo auxílio imparcial com os animais, 

como também aos bioteristas Adriana e o Everton pela amizade construída e ajuda 

diária.  

Ao prof. Dr. Márcio Botelho de Castro pela ajuda na avaliação histológica dos 

nossos estudos e por permitir o trabalho em seu laboratório, acredito que iniciamos 

uma boa parceria.  

A profa. Dra. Selma Aparecida Souza Kuckelhau por ceder o espaço de 

trabalho e recursos para que eu conduzisse as atividades histológicas, bem como à 

técnica Maria da Glória por toda a ajuda e conhecimento.  

Ao prof. Dr. Luiz Alberto Simeoni pelo auxílio na reta final deste trabalho, 

assim como à profa. Dra. Daniella Mara de Oliveira e profa.  Dra. Aline Pic Taylor por 

todas as contribuições.  

A CAPES, FAP/DF e CNPq pelo apoio financeiro. 

A todos do Laboratório de Produtos Naturais e de Controle da qualidade de 

medicamentos, em especial aos meus companheiros e amigos Lorena, Yuri, 

Samuel, Manu, Marcela, João, Diegue, Amanda, Márcia, Paula, Gabriela, Patrícia e 

Ju.  

Agradeço grandemente à Natália uma pessoa incrível que a toxicologia me 

presenteou, como foi importante ter alguém para dividir as ansiedades e dificuldade 

de se trabalhar com ensaios em animais, levo dessa grande experiência sua 

amizade. Também sou grata a Luciana Noly que foi de extrema ajuda com as 

técnicas de manuseio com os animais sua dedicação à pesquisa é inspiradora.  

A minha eterna gratidão às duas melhores e especiais alunas de iniciação 

científica, Camila Letícia e a Tais Maia, vocês foram minhas grandes parceiras 

nessa caminhada que é a ciência, vejo um futuro muito brilhante para vocês, só 

tenho a agradecer pelo trabalho e dedicação. Nossa relação foi além das tardes de 

eutanásia e de processamentos histológicos levo uma grande amizade.  



 “Que os vossos esforços desafiem as 

impossibilidades, lembrai-vos de que as grandes 

coisas do homem foram conquistadas do que parecia 

impossível.” (Charles Chaplin) 



  



RESUMO 

O câncer é uma doença complexa e multifatorial que possui alta incidência e 

mortalidade em todo mundo. Os fármacos utilizados na terapia convencional 

apresentam inúmeros efeitos adversos e resistências, portanto existe a necessidade 

de desenvolvimento de novos antineoplásicos mais seguros e eficazes. O monastrol 

surgiu como uma opção para o tratamento do câncer e derivados diidropirimidinonas 

foram sintetizados e seu efeito antitumoral investigado. Os compostos 4p e 4bc 

apresentaram em estudos prévios atividade citotóxica contra linhagens de 

adenocarcinoma (MCF-7 e MDA-MB-231), sendo seletiva para as células tumorais. 

Diante dos resultados in vitro o presente estudo tem como objetivo a avaliação 

toxicológica aguda in vivo desses derivados e traçar o perfil da biodisponibilidade. 

Inicialmente foi avaliada a toxicidade após administração oral do 4p e 4bc, logo 

depois através de um estudo adicional pela via intravenosa apenas para o 4bc, não 

sendo observada morte, sinais clínicos de toxicidade em todas as doses e vias 

avaliadas. Com base nesse estudo para a exposição oral os compostos foram 

classificados como categoria 5 pela GHS. Também não foram reveladas alterações 

clinicamente relevantes no consumo de ração, água, ganho de peso e índice dos 

órgãos em ambos os estudos. Os exames histológicos e anatomopatológicos 

revelaram normalidade em todos os grupos dos ensaios. Através dos exames 

hematológicos e bioquímicos os parâmetros que se apresentavam fora da 

normalidade para a administração oral (Leucócitos, Monócitos, Contagem de 

plaquetas, Ureia) e intravenosa (Leucócitos, Monócitos, Contagem de plaquetas, 

Ureia e AST) foram relatados para todos os grupos, indicando não ser um efeito da 

exposição aos DHPMs. A diferença significativa e clinicamente relevante reportada 

entre todos os grupos tratados e os controles foi revelada após a administração pela 

via intravenosa do 4bc, para os parâmetros triglicerídeos e glicose. Não foram 

determinados os compostos no sangue após exposição aguda oral e intravenosa 

através da cromatografia líquida de alta eficiência e ensaio de luminescência. Os 

resultados sugerem baixa toxicidade aguda pelas vias avaliadas, sendo necessária a 

continuidade dos estudos e toxicidade e avaliar mais profundamente o perfil 

farmacocinético dos derivados 4p e 4bc. 

Palavras chaves: Diidropirimidinonas, 4p, 4bc, toxicidade, biodisponibilidade.  



 

ABSTRACT 

Cancer is a complex and multifactorial disease that has a high incidence and 

mortality worldwide. Drugs used in conventional therapy have numerous adverse 

effects and resistance. The development safer and more effective antineoplastic 

agents. Monastrol emerged as an option for the treatment of cancer and 

dihydropyrimidinone derivatives were synthesized and its antitumor effect 

investigated. Compounds 4p and 4bc showed selective cytotoxicity for tumor cells in 

previous studies against adenocarcinoma (MCF-7 and MDA-MB-231) lines. In view of 

the in vitro results, the present study has as its objective the acute toxicological 

evaluation in vivo of these derivatives and to trace the bioavailability profile. Initially 

toxicity was assessed following oral administration of 4p and 4bc, and then further 

study by intravenous route only for 4bc, and no clinical signs of toxicity were 

observed at all doses and routes evaluated. Based on this study for oral exposure 

the compounds were classified as category 5 by the GHS. Further analysis showed 

no clinically relevant changes in feed intake, water intake, weight gain and organ 

index. Histological and anatomopathological studies revealed normality in all groups 

of the trials. Hematological and biochemical tests revealed abnormal parameters for 

oral administration (Leukocytes, Monocytes, Platelet Count, Urea) and intravenous 

(Leukocytes, Monocytes, Platelet Count, Urea and AST) were reported for all groups, 

indicating not to be an effect of exposure to DHPMs. The significant and clinically 

relevant difference reported between all treated groups and controls was revealed 

following intravenous administration of 4bc for the triglycerides and glucose 

parameters. No compounds were determined in the blood after acute oral and 

intravenous exposure through high performance liquid chromatography and 

luminescence assay. The results suggest low acute toxicity by the routes evaluated, 

and the continuity of the studies and toxicity is necessary and more deeply evaluate 

the pharmacokinetic profile of derivatives 4p and 4bc. 

Key words: Dihydropyrimidinones, 4p, 4bc, toxicity, bioavailability. 
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1. INTRODUÇÃO 

O câncer é um conjunto de mais de 100 doenças caracterizada pelo 

crescimento celular desordenado, que levam a alterações na fisiologia das células e 

comprometem seu funcionamento. Sua origem é multicausal sendo considerada 

uma das principais causas de morte no mundo desenvolvido e em desenvolvimento, 

nas quais a soma de casos novos diagnosticados a cada ano aumenta 

consideravelmente e as terapias medicamentosas convencionais provocam uma 

série de efeitos adversos 1 2 . 

 Diante da problemática que é o câncer na saúde pública e na economia das 

nações as pesquisas de descoberta que candidatos antineoplásicos com baixa 

toxicidade e redução de mecanismos de resistência é bastante estimulada  3 4.  

Nesse contexto a química medicinal vem como estratégia de inovação 

farmacêutica, na qual a partir de um arcabouço estrutural químico conhecido são 

realizadas variações nas cadeias laterais, a fim de se obter compostos com 

atividades biológicas e características farmacotécnicas mais promissoras 5  6.  

O monastrol é o composto protagonista da classe das diidropirimidinonas, 

sendo a primeira molécula conhecida capaz de inibir a proteína motora Eg5 e assim 

bloquear a mitose, de forma mais específica nas células tumorais. A partir da sua 

descoberta muitos análogos foram sintetizados mantendo o núcleo pirimidínico, mas 

alterando os grupamentos químicos ligados a ele em busca de derivados mais 

potentes, específico e com reduzida toxicidade 7 8. Os compostos 4p e 4bc foram 

desenvolvidos a partir dessa estratégia 9 10. 

Em estudos anteriores os compostos 4p e 4bc foram avaliados em relação à 

atividade antimicrobiana e posteriormente à antitumoral e apresentaram como 

resultado a ação citotóxica e/ou citostática para células cancerosas com 

concentrações pequenas sem consideráveis danos a células normais, elevada 

toxicidade específica para as células tumorais em diferentes concentrações, além de 

alterar a morfologia das células neoplásicas seletivamente e reduzir a angiogênese 6 

9 10 11.  

Desta maneira a proposta deste estudo foi verificar a toxicidade aguda oral 

dos derivados DHPM 4p e 4bc e intravenosa do 4bc em ratas Wistar, analisando-se 

parâmetros hematológicos, perfil bioquímico e características anátomo-

histopatológicas dos  animais expostos a estes compostos. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1. CÂNCER 

Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS) o câncer é um termo 

genérico para um grande grupo de doenças caracterizadas pelo descontrole de 

proliferação e resistência aos mecanismos de morte, que podem então invadir partes 

adjacentes do corpo e / ou espalhar-se para outros órgãos, podendo afetar diversas 

partes do corpo. Além disso, possui muitos subtipos anatômicos e moleculares que 

exigem estratégias de tratamento específicas 12.  

O câncer é a segunda principal causa de morte em todo o mundo e 

representou 8,8 milhões de óbitos em 2015. Globalmente, cerca de uma em cada 

seis mortes é causada pelo câncer 1 12 13. Estimativas indicam que em 2030  cerca 

de 21,4 milhões de novos casos e 13,2 milhões de mortes em função do câncer 

aparecerão. O aumento da populações e sua expectativa de vida, bem como a alta 

taxa de sedentarismo, infecções e exposição a fatores de risco são justificativas para 

números tão alarmantes 14.  

Os tipos de câncer mais incidentes (casos/ano), mundialmente, são os de 

pulmão (1,8 milhão), mama (1,7 milhão), intestino (1,4 milhão) e próstata (1,1 

milhão). Nos homens, os tipos mais frequentes foram os de pulmão, próstata, 

intestino, estômago e fígado. Em mulheres, as maiores frequências encontraram-se 

para os cânceres de mama, intestino, pulmão, colo do útero e estômago 1; 12.  

Para o biênio 2016-2017, estima-se a ocorrência de 600 mil novos casos de 

câncer no Brasil. Diferentemente do perfil global o câncer de próstata em homens 

(61 mil) e o de mama em mulheres (58 mil) ainda são os mais prevalentes. O 

panorama geral dos tipos de câncer mais incidentes no Brasil por sexo está 

expresso na Figura 1.  

Figura 1. Distribuição proporcional dos dez tipos de câncer mais incidentes estimados para 2016 por sexo, 

exceto pele não melanoma 

Fonte: INCA 1  
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O câncer é causado por diversos fatores sendo eles classificados como 

externos ou internos e atuam de forma inter-relacionada. Os fatores externos 

representam cerca de um terço das mortes por câncer, e representam os cinco 

principais riscos comportamentais e dietéticos: alto índice de massa corporal, baixa 

ingestão de frutas e vegetais, falta de atividade física, uso de tabaco e consumo de 

álcool. Os fatores externos estão relacionados com os hábitos de vida em 

sociedade, já os fatores internos são inerentes ao organismo, e se manifestam como 

mutações genéticas hereditárias, alterações hormonais e diversas condições 

imunológicas1. De acordo com a evidência atual, entre 30% e 50% das mortes por 

câncer poderiam ser evitadas com a modificação ou redução dos fatores de risco 

chave, por exemplo, evitar produtos de tabaco, reduzir o consumo de álcool, manter 

um peso corporal saudável, exercitar-se regularmente e ter uma alimentação 

equilibrada 12. 

As células normais que constituem os tecidos do organismo são capazes de 

se multiplicar seguindo a regulação de crescimento celular por meio dos genes que 

ativam a proliferação (proto-oncogenes) e os que inibem a divisão celular 

(supressores tumorais). O equilíbrio na atuação desses dois grupos de genes resulta 

no perfeito funcionamento do ciclo celular e caso esse sistema falhe ainda existem 

os genes que reparam o DNA, ou processos que levam à morte celular por apoptose 

3 15 16. Diante disso as alterações que impulsionam a progressão descontrolada do 

ciclo celular são eventos necessários na oncogênese 16. As células cancerosas 

possuem como características fenotípicas a rápida taxa de divisão celular, alta taxa 

metabólica, perda da inibição por contato, perda de adesão, síntese de proteases, 

habilidade de invadir e colonizar domínios reservados para outras células e 

morfologia anormal 17 18. 

A literatura evidência que a oncogênese em seres humanos é um processo 

de vários passos e que essas etapas refletem alterações genéticas que impulsionam 

a transformação progressiva de células humanas normais em derivados altamente 

malignos 17. Para que essa transição ocorra seis alterações fisiológicas são 

essências, sendo elas: a insensibilidade aos sinais inibitórios de crescimento, 

potencial replicativo ilimitado, auto suficiência no crescimento, resistência à 

apoptose, indução da angiogenese, ativação da invasão e metástase , essas 

características são comuns a todos os tipos de tumores 17. Mais recentemente 
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outras características das células cancerígenas foram descobertas, sendo as duas 

principais: reprogramação do metabolismo energético e a evasão da inativação pelo 

sistema imunológico. Essas características conferem às células tumorais a 

capacidade de sobrevivência, multiplicação e disseminação o que determina o 

prognóstico para os portadores dessas doenças 18.  

O processo de carcinogênese é dividido em três estágios, sendo eles: 

iniciação, promoção e progressão (Figura 2) 19.  

 

Figura 2. Etapas do processo de carcinogênese 

Fonte: INCA 19 

O primeiro estágio é definido pela exposição das células aos agentes 

cancerígenos que causam modificações em seus genes que passam a receber 

informações erradas para suas atividades ou mesmo a interferência de fatores 

epigenéticos, mas não é possível ainda detectar um tumor clinicamente. O segundo 

momento é marcado pela ação dos oncopromotores sobre as células já afetadas, de 

forma lenta e gradual as células iniciadas são transformadas em células malignas. A 

última etapa se caracteriza pela multiplicação descontrolada e irreversível das 

células alteradas 19 20 21.  

Os processos de oncogênese também são influenciados pelos mecanismos 

epigenéticos, os quais parecem ser importantes por alterarem a expressão de genes 

chave no desenvolvimento da oncogênese, sendo os mecanismos principais: a 

metilação do DNA e a modificação de histonas, que poderia causar instabilidade do 

genoma permitindo outras mutações necessárias na formação de tumores ¹8.  

Em alguns tipos do câncer a invasão e a metástase tumoral são 

acontecimentos dependentes da angiogênese, que é induzida precocemente 
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durante o desenvolvimento em vários estágios de câncer invasivo tanto em modelos 

animais quanto em seres humanos 18 22.  

A metástase ocorre quando as células tumorais acessam aos vasos 

sanguíneos e linfáticos, penetram pela membrana basal e pela parede endotelial e 

se disseminam pelo lúmen dos vasos com consequente colonização de órgãos 

distantes do tumor primário, sendo a ativação da transição epitélio-mesenquimal 

(TEM) indicada como mecanismo crítico para a aquisição de fenótipos metastático 

de câncer  23 24 25.  

O processo de invasão e metástase ocorre a partir de vários passos causados 

por alterações genéticas e epigenéticas em moléculas reguladoras chaves 26. A 

sucessão de alterações biológicas celulares começa com a invasão local, seguida 

do intravasamento das células cancerosas, transporte através da circulação, 

extravasamento, formação de micrometástase e finalmente a colonização (Figura 3) 

22 23 24.  

 

Figura 3. Etapas do processo de metástase. 

Fonte: Adaptado de Steeg, Nature Reviews Cancer, 2003 22 

Alterações na transcrição de genes de marcadores de diferenciação epitelial, 

como o da  E-caderina e , β-catenina, por meio de metilação no DNA, bem como a 

ativação ou supressão de histona desacetilases, histonas acetiltransferases e outras 

enzimas modificadoras da cromatina, causam a diminuição da adesão entre as 

células e entre as células e a matriz facilitando o desprendimento do tumor primário 

26 27. A locomoção das células ocorre através da matriz modificada por proteólise e 

que as fazem atingir o sistema circulatório. As células ao aderirem às plaquetas 

circulantes, por meio da expressão de integrinas se camuflam protegendo-se das 

células de defesa circulantes. Dessa forma atingem outras regiões diferentes do 



24 

 

local do tumor primário dando origem a tumores micrometastáticos, que evoluem 

para macroscópicos, quando então se considera que a célula tumoral colonizou o 

tecido 28.   

2.2. TERAPIAS CONVENCIONAIS 

Existem três abordagens principais para o tratamento do câncer: excisão 

cirúrgica, irradiação e quimioterapia. Atualmente a terapia de fotoradiação com 

derivados hematoporfirínicos e a imunoterapia também estão sendo incorporadas 

nas prática clínicas. Normalmente é necessária a abordagem combinada, onde são 

associados mais de uma modalidade de tratamento. 

A quimioterapia é utilizada quando é necessário um tratamento sistêmico, já 

que a cirurgia e a irradiação são locais, e tem apresentados resultados de cura de 

até 90% dependendo do tipo de câncer e do diagnóstico precoce. No entanto, os 

efeitos adversos e os mecanismos de resistência têm surgido como limitantes das 

terapias atuais e impulsionado pesquisas de novos candidatos a fármacos e aos 

programas de saúde que estimulem medidas para o diagnóstico precoce.  

A limitação da maioria dos fármacos antineoplásicos disponível pode ser 

entendida pelas informações sobre a cinética celular das células cancerígenas, já 

que afetam diferentes processos celulares e dessa forma as células tumorais podem 

“escapar” de suas ações e então proliferar-se. 3  29. 

Os fármacos utilizados no tratamento do câncer podem ser divididos em duas 

grandes categorias de acordo com o mecanismo de ação: fármacos específicos para 

o ciclo celular (ECC) e fármacos inespecíficos para o ciclo celular (ICC) 3 30. 

Os fármacos ECC são mais indicados no tratamento de tumores sólidos e 

neoplasias hematológicas, já os ICC são direcionados no tratamento de tumores 

sólidos com baixa taxa de crescimento 3. As principais classes de agentes 

quimioterápicos compreendidas como ECCs e ICCs estão listadas na Tabela 1.  
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Tabela 1- Principais classes de fármacos antineoplásicos divididos pela ação sobre o ciclo celular  

Fonte: Adaptado de Almeida, Química Nova, 2005 

Fármacos específicos do ciclo celular 

(ECCs) 

Fármacos inespecíficos do ciclo celular 

(ICCs) 

Antimetabólitos (fase S) :  

Metotrexato, Gencitabina 

Fármacos alquilantes: 

Ciclofosfamida, Bussulfano, Nitrossuréias 

Epipodofilotoxinas (Fase G1-S):  

Etopósido 

Antibióticos antitumorais: 

Dactinomicina, Mitomicina 

Taxanos (Fase M): 

Paclitaxel, Cabazitaxel 

Camptotecinas: 

Irinotecana, Topotecana 

Alcaloides da vinca (Fase M): 

Vimblastina, Vincristina 

Análogos da platina: 

Cisplatina, Oxaliplatina 

Inibidor antimicrotúbulo (Fase M): 

Ixabepilona 

Antraciclinas: 

Epirrubicina, Idarrubicina 

Antibióticos antitumorais (Fase G2-M): 

Bleominica  

 

 

Os fármacos capazes de inibir a mitose por ação sobre o fuso mitótico 

normalmente interferem com a dinâmica dos microtúbulos. Esses componentes são 

importantes na manutenção das funções do citoesqueleto, transporte intracelular, 

inclusive nas células neurais onde o transporte axonal de vesículas contendo 

neurotransmissores é orientada pelos micronúcleos. Dessa forma, o efeito adverso 

comum a esses fármacos é a neuropatia periférica que limita a dose tolerada pelos 

pacientes 31.  

Esses fármacos não atuam exclusivamente sobre as células tumorais. As 

células dos tecidos que se renovam constantemente, como a pele a mucosa do tubo 

digestivo e a medula óssea também são alvos da terapia antitumoral. A 

mielossupressão é o efeito mais grave, bloqueando a proliferação das células 

precursoras hematopoéticas 3 19 32.  

Estima-se que a resistência à quimioterapia é a causa de fracasso em cerca 

de 90% dos paciente com câncer metastático 33. A resistência aos inibidores da 

mitose pode ser intrínseca e também adquirida, estando associada a múltiplos 

mecanismos, como: efluxo do fármaco, mudanças na distribuição e metabolismo, 

alterações na tubulina e perturbação no ciclo celular  3 33 34. 
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Apesar dos diversos efeitos adversos, a inibição da mitose ainda é um 

mecanismo altamente eficaz na inibição da proliferação tumoral, dessa forma 

compostos que a inibem a partir de mecanismos diferentes dos atualmente 

disponíveis, podem trazer perspectivas de uma terapia mais eficaz e menos tóxica. 

  

2.3. DIIDROPIRIMIDINONAS  

A classe das diidropirimidinonas do tipo Biginelli recebeu considerável 

atenção nas últimas décadas devido às propriedades farmacológicas versáteis 

detectadas, sendo vinculadas essas ações à estrutura química privilegiada 

composta pelo anel pirimidínico heterocíclico 35 36.  

São sintetizados por uma reação de heterociclização do tipo multicomponente 

(Multicomponent Reaction - MCR) conhecida como reação de Biginelli que envolve a 

combinação de um aldeído, um β-cetoéster e uréia (ou tioureia) em catálise ácida 

produzindo uma diidropirimidinona (Figura 4) 37 38. Atualmente são descritos outros 

mecanismos de síntese desses compostos com o objetivo de aumentar o 

rendimento e reduzir formação de subprodutos tóxicos e a contaminação do 

ambiente e do manipulador através da chamada química verde 9 39  . 

 

 

Figura 4. Estrutura básica das diidropirimidinonas e reação de Biginelli  

Fonte: Adaptado de Ramos, 2012  10 

O monastrol foi o primeiro composto da classe a ser sintetizado e estudado e 

funcionou como protótipo para a projeção da estrutura de outros derivados com 

ampla variedade de atividades biológicas 40. 

 São descritos para essa classe de compostos uma série de propriedades 

farmacológicas, como antitumoral 41 42 43 44, anti-inflamatória 45 46 47, antibacteriana 48 
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49 50, antifúngica 51 52 53, antiviral 54 55 56, antiparasitária 57 58 59, inibição de canais de 

cálcio 60 61 62, hipoglicemiante 63, antidiabética 64 65, anti-hipertensiva 66 e  

antioxidante 67 68 69.  

 

2.3.1. DHPMs com atividade antitumoral  

A atividade mais estuda e descrita dos compostos da classe DHPM é a 

antitumoral.  Em 1893 Pietro Biginelli através da reação multicomponentes sintetizou 

o etileno4-(3-hidroxifenil)-6-metil-2-sulfanilida-3,4-di-hidro-1H-pirimidina-5-

carboxilato, mas somente em 1999 através de Mayer e colaboradores a atividade 

desse composto foi testada 37 38 70 71. 

Mayer estava em busca de compostos pequenos e permeáveis às células, 

que de algum modo perturbassem a divisão celular sem afetar a tubulina, através da 

mensuração da fosfonucleolina. Através de uma biblioteca de moléculas pequenas, 

Mayer chegou ao composto sintetizado por Biginelli. Usando técnicas de 

imunohistoquímica observou que as células tratadas por ele apresentavam um fuso 

mono astral 72.  

Na mesma década foram publicados estudos que avaliavam a função da 

proteína Eg5 na divisão celular e comparando com os resultados apresentados 

nesses trabalhos Mayer afirmou que a inibição da proteína motora Eg5 seria um 

possível alvo do composto em questão e ele passou a chamá-lo de Monastrol. 

Dessa forma, foi visto como uma ferramenta particularmente útil para estudar 

mecanismos mitóticos. Estudos posteriores confirmaram as previsões de Mayer  73 74 

75 7 76; 77. A principal atividade farmacológica dos derivados DHPMs está relacionada 

à inibição da proteína motora cinesina-5 que confere o seu potencial antitumoral. 

As cinesinas são proteínas motoras associadas aos microtúbulos, que estão 

envolvidas em diversos processos celulares como transportes de vesículas, 

organelas e cromossomos e a dinâmica do microtúbulos.  

A família cinesina - 5 é composta por diversos membros sendo eles: KH11, 

BimC, CIN8 KIP4, Cut7 e a Eg5.  O último desempenha função na formação do fuso 

mitótico no início da divisão, sua ligação cruzada com os dois microtúbulos 

antiparalelos permite o deslizamento dos filamentos em direções opostas 

estabelecendo o fuso bipolar, por isso sua inibição confere o aspecto monastral do 

fuso. A grande importância dessa proteína está na sua expressão que é acentuada 
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em tecidos durante o estágio proliferativo e foi reportada sua super expressão em 

vários tumores sólidos e em leucemias 78 .  

O monastrol foi testado frente a diversas linhagens de câncer e apresentou-se 

mais eficaz que os alcaloides da vinca, taxanos e epotilonas uma vez que não 

interfere em outros processos que envolvem microtúbulos, tendo menor efeito 

neurotóxico 42  77 79 80 81 82 83 84 85.  

 Diferentemente dos compostos que se ligam à tubulina, o monastrol tem sua 

atividade baseada na inibição reversível e específica da motilidade da cinesina 

mitótica Eg5 por meio da inibição alostérica da hidrólise de ATP 75 86 87.  

Diante da ação do monastrol outros DHPMs foram sintetizados e investigados 

em relação à atividade antitumoral. Diversos DHPMs foram avaliados para inibição 

do crescimento de diversas linhagens de diferentes tipos de câncer 44 88 89 90 91.  

Além dos estudo in vitro, Bhat em 2016 confirmou a atividade antitumoral do 

composto DHP-5 em camundongos nudes, na qual foi observado a redução do 

crescimento do tumor de LOVO (xenógrafo de câncer de cólon) em animais 

submetidos ao tratamento intraperitoneal por 14 dias da dose de 50mg/kg 92. 

Exertier e colaboradores (2013) constataram que outro derivado DHPM, o 

dimetilenastrol, causa inibição da angiogenese in vitro em células HUVEC e in vivo 

nas membranas corioalantóicas dos embriões de galinha (CAM)93. 

Stuepp (2013) relatou atividade do composto LaSOM 65 sobre linhagem de 

glioblastoma, na qual foi relatado diminuição do crescimento celular nas células 

tumorais e não indução de características neurotóxicas. Diante dos resultados, 

Torres (2014) realizou a avaliação da toxicológica aguda e a farmacocinética desse 

derivado DHPM, indicando baixa toxicidade e boa biodisponibilidade  94 95.  

 

2.4. DERIVADOS DHPMS 4P E 4BC 

Em 2012 uma série de 37 derivados DHPMs foram sintetizados pelo 

Laboratório de Química Medicinal e Tecnológica - Universidade de Brasília (UnB). O 

grupo desenvolveu e otimizou a reação de Biginelli, com o uso de um novo 

catalisador de ferro 9; 10 . 

As moléculas sintetizadas foram inicialmente avaliadas em relação à atividade 

antibacteriana e antifúngica através de um antibiograma (avaliação do halo de 

inibição). Os compostos foram testados contra as seguintes linhagens: Escherichia 

coli (ATCC 8739), Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Candida albicans (ATCC 
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10231) e Trichoderma asperellum (identificada e doada pelo Laboratório de 

microbiologia da UFG), no entanto para os derivados sintetizados e testados não 

houve atividade muito promissora frente aos antimicrobianos. Frente a esses 

resultados outro alvo terapêutico foi avaliado 9; 10. 

Diante dos vários trabalhos descritos na literatura sobre a atividade 

antitumoral do monastrol e outros derivado DHPMs  se fez interessante a avaliação 

dos compostos sintetizados frente a essa ação, sendo a priori realizada em células 

de adenocarcinoma mamário humano (MCF-7) por meio do ensaio de citotoxicidade 

por brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium (MTT) variando  a 

concentração entre 0,5 µM e 1,0 mM para  análise da viabilidade celular nos tempos 

de 24, 48 e 72h 9 10. 

Diante dos ensaios iniciais os compostos 4p e 4bc (Figura 6) apresentaram 

atividade inibitória superior à 50% no tempos de  24h, 48h e 72h sendo citotóxicos 

para as células cancerosas com concentrações pequenas, sem qualquer dano 

considerável para as células normais 9 10.  

 

 

               

 Figura 5. Estrutura química do 6-metil-4-(2-hidroxifenil)-2-tioxo-1,2,3,4-tetrahidroprimidina-5 
etilcarboxilato (DHPM 4p) e 4-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-6-metil-2-tioxo-1,2,3,4-tetraidropirimidina-5-

etilcarboxilato (DHPM 4bc), respectivamente . 

 

Em continuidade com a avaliação do potencial antineoplásico desses 

derivados, Guido em 2015 realizou a análise  das células tumorais quanto a sua 

morfologia, proliferação, ciclo celular, perfil de morte, capacidade de 
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neovascularização, invasibilidade quando tratadas com os esses DHPMs em células 

MCF-7 e MDA-MB-231, além da avaliação da dinâmica molecular in silico que 

demonstrou a interação dos inibidores com a proteína Eg5 6 96.   

Para avaliar a interferência dos compostos na formação do fuso as células 

foram imunomarcadas com anticorpo anti-α-tubulina (verde) e o DNA das células foi 

corado com DAPI (azul) e através da análise em microscópio confocal de varredura 

a laser foi possível observar a formação do fuso monastrol após tratamento com o 

composto 4bc e  a indução da fragmentação nuclear e a disrupção do fuso mitótico , 

conforme Figura 6, além de causar uma redução e arredondamento nas células 6 96.  

Também foi detectado que esses derivados impedem a progressão do ciclo 

celular mantendo as células em G2/M 6 96.  

O 4p apresentou atividade antiangiogênica pronunciada em modelo in vitro e 

in vivo e o 4bc menos acentuada, mas nenhum dos dois interferiu no potencial de 

invasibilidade das células tumorais de mama 6 96.  
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Figura 6. Células MCF-7 sem tratamento (controle negativo) e as que foram tratadas por 24 horas 
com o 4p (0,4 mM) e 4bc (1 mM).  

As células foram imunomarcadas com anticorpo anti-α-tubulina (verde) e o DNA das células foi 
corado com DAPI (azul). As análises foram feitas em microscópio confocal de varredura a laser e 
mostram a formação atípica de fusos monoastrais (cabeças de setas) induzida pelos tratamentos com 
os derivados de DHPMs, reproduzindo o efeito já descrito pelo monastrol. O tratamento com o 
composto 4p induziu a fragmentação nuclear e a disrupção do fuso mitótico (asteriscos). As células 
não tratadas, em sua maioria, apresentam correta separação das cromátides-irmãs possuindo fuso 
mitótico bipolar (seta). Fonte: Guido et al., 2015 ¹¹. 

A interação dos compostos 4p e 4bc no sítio catalítico da Cinesina Eg5 ocorre 

de forma diferente, efeito que justifica o mecanismo de ação sobre o fuso mitótico 

apresentar-se com um padrão distinto, sendo o 4bc a ação semelhante ao do 

monastrol 6 96.  

O 4p não interage com nenhum resíduo do sítio de ação, apenas é notado 

uma ligação com Gly117 por meio de ligações com moléculas de água presentes no 
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sítio, já o 4bc interage diretamente no sítio assegurando um forte estabilidade com a 

Eg5, conforme Figura 7 6 96. 

 

Figura 7. Modelo 3D baseado na estrutura dos complexos da Eg5 após os ensaios de Dinâmica 
Molecular, com a Eg5 representada na cor cinza e os resíduos anotados em preto indicam 
aminoácidos (verde) em que ocorre ligação direta com os compostos, e os em laranja indicam 
ligações mediadas por moléculas de água  

Fonte: Guido et al, 2015 ¹¹  

Os resultados dos ensaios farmacológicos in vitro, in silico e in vivo 

previamente realizados com o 4p e 4bc indicam seu relevante interesse. Estes 

resultados levam para o avanço nas etapas de investigação pré-clínica em face à 

possibilidade de serem utilizados como candidatos ao tratamento de câncer, 

especialmente o de mama 6 96.  

2.5. AVALIAÇÃO TOXICOLÓGICA PRÉ-CLÍNICA 

O desenvolvimento de novos fármacos é acompanhado de um processo 

complexo, onde é exigida uma série de etapas que podem ser divididas, a grosso 

modo, em pesquisa pré-clínica e pesquisa clínica 97.  

De acordo com a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), órgão 

responsável pela regulamentação de medicamentos no Brasil, a segurança e 

eficácia dos fármacos devem ser definidas por estudos in vitro e in vivo. Os efeitos 

biológicos relevantes, metabolismo do fármaco e perfis farmacocinéticos devem ser 

realizados antes dos testes clínicos em humanos os estudos in vivo que utilizam 

animais como medida de economia de recursos e de tempo de pesquisa  98 99 

Dessa forma estão inclusos nos estudos pré-clínicos de toxicidade: os testes 

de toxicidade de dose única (aguda), toxicidade de doses repetidas, de interesse na 

avaliação da segurança farmacológica, toxicocinética, além de outros que se façam 

necessários 99. 

Os resultados pré-clínicos devem fornecer informações sobre as aplicações 

terapêuticas e estimar alguns riscos vinculados à sua exposição, assim subsidiando 
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as pesquisas que serão realizadas em humanos. No caso do desenvolvimento de 

antineoplásicos a importância desses ensaios prévios é ainda maior, tendo em vista 

que o primeiro uso em humanos é realizado em pacientes não responsivos a outros 

quimioterápicos e que estão fortemente debilitados, diferentemente da fase clínica 1 

de outras terapias que são realizadas em pacientes saudáveis. Portanto, a dose 

inicial selecionada a partir dos ensaios pré-clínicos precisa garantir segura e maior 

probabilidade de eficácia 100.  

Os estudos de toxicidade e farmacocinética até os anos de 1990 eram 

realizados apenas na fase final do desenvolvimento de fármacos e muitos problemas 

eram atribuídos aos resultados obtidos por eles, diante disso Wanterbeemd e 

colaboradores evidenciaram que é necessário que essas características sejam 

avaliadas inicialmente durante o processo de descoberta de fármacos evitando 

assim o desperdício de tempo e custos inerentes à investigação de novos agentes 

terapêuticos 101.  

 

2.5.1. Toxicidade aguda 

O teste de toxicidade aguda avalia a toxicidade gerada por uma substância 

quando essa é administrada em dose única ou em repetidas administrações durante 

um período de até vinte quatro horas e com uma observação continuada de 

quatorze dias após a administração oral 99 102.   

Segundo Valadares, 2013, a avaliação da toxicidade aguda determina o 

potencial de novas substâncias e produtos causar danos à saúde humana. É 

utilizada para classificar substâncias de acordo com o seu potencial de letalidade ou 

toxicidade 103.  

A literatura descreve uma boa correlação entre os resultados de toxicidade 

obtidos para antitumorais na fase pré-clínica realizada com roedores e a fase clínica 

1 em humanos, ratificando a importância desses ensaios no desenvolvimento de 

antitumorais 100.  

A ANVISA não mais exige a determinação do valor preciso da DL50, podem 

ser utilizados métodos alternativos para a estimativa da dose letal envolvendo um 

menor número de animais 99; 104.  

Os protocolos da Organisation for Economic Co-operation and Development 

(OECD) são métodos indicados pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária 
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(ANVISA) para direcionar os estudos não clínicos de segurança imprecindíveis ao 

desenvolvimento de novos medicamentos 99. 

A OECD é uma organização internacional que apresenta padrões para a 

segurança de produtos químicos, classificando-os em níveis de segurança e o 

ensaio OECD 423 (toxicidade oral aguda) é um método reconhecido em todo o 

mundo como eficaz e que utiliza um número reduzido de animais respeitando o 

programa dos 3 R’s (Reduction, Refinement, Replacement) 102 105 106. 

O protocolo OECD 423 de avaliação da toxicidade oral aguda consiste em um 

procedimento gradual com a utilização de três animais do mesmo sexo por passo. 

Ausência ou presença de mortalidade relacionada com composto, dos animais 

tratados numa dada etapa, determinará a etapa seguinte (quatro possíveis 

resultados: não são necessários mais ensaios; dosagem de três animais com a 

mesma dose; dosagem de três animais na dose maior ou dosagem de três animais 

na dose menor) como consta no esquema da Figura 9. Em média, 2-4 passos são 

necessários para permitir avaliar a faixa de toxicidade aguda de uma substância por 

esse teste 102.  

Este procedimento é reprodutível, usa número limitado de animais e permite 

classificar as substâncias de um modo semelhante a outros métodos de ensaio de 

toxicidade aguda que utilizam mais animais como o OECD 420. O método de 

classificação de toxicidade aguda baseia-se na avaliação biométrica com doses 

fixas, separadas apropriadamente para permitir a classificação de uma substância 

quanto a sua periculosidade. A  DL50 é expressa por meio de dois limites de classe 

de DL50 (cutoff), nos quais a classificação é determinada para intervalos de 

toxicidade definidas. 

 

2.5.2. Biodisponibilidade 

A biodisponibilidade é o termo aplicado à velocidade e extensão com a qual 

uma substância ou seu componente ativo é liberado a partir de qualquer via de 

administração na circulação sistêmica 3 107.  Dessa forma, para que um fármaco 

exerça sua atividade no organismo ele precisa chegar no local de ação em 

quantidades adequadas, e para que isso ocorra, é necessário que  seja  

biodisponível 107 108 .   
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Por via oral, a taxa de absorção é dependente de alguns parâmetros, 

principalmente a solubilidade em água, a permeabilidade gastrointestinal, as 

características físico-químicas da molécula e a existência de metabolismo de 

primeira passagem. Para a via intravenosa espera-se biodisponibilidade de 100% 3 

108.  

A definição de posologias em eventuais tratamentos com base nas 

substâncias avaliadas leva em consideração os dados de biodisponibilidade obtidos 

nesses estudos, além dos outros parâmetros farmacocinéticos relevantes, 

consubstanciando as pesquisas de toxicidade de dose repetida, toxicidade 

reprodutiva, genotoxicidade e carcinogenicidade, sendo necessária sua avaliação na 

fase inicial dos ensaios pré-clínicos 101.  
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. OBJETIVO GERAL 

Avaliar o perfil toxicológico agudo de dois derivados diidropirimidinonas 

(DHPMs), 4p e 4bc.  

 

3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Classificar em termos toxicológicos os derivados DHPM's 4p e 4bc. 

• Descrever os sinais clínicos de intoxicação induzidos pela administração 

oral do 4p e 4bc e intravenosa do 4bc em ratos Wistar Hannover.  

• Avaliar parâmetros bioquímicos e hematológicos após a exposição aguda 

dos animais aos derivados DHPMs em dose oral e intravenosa.  

• Avaliar o perfil anátomo-histopatológico de ratos expostos ao 4p e ao 4bc, 

por via oral. 

• Avaliar o perfil de biodisponibilidade dos compostos estudados. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1. MATERIAL 

4.1.1. Derivados DHPMs - 4p e 4bc 

Os derivados DHPMs 4p e 4bc (Figura 5) foram sintetizados 9 e gentilmente 

cedidos pelo Prof. Brenno Amaro da Silva Neto (Laboratório de Química Medicinal e 

Tecnológica - Universidade de Brasília).   

 

4.1.2. Local dos experimentos 

As atividades de pesquisa foram desenvolvidas em diversos locais, sendo 

centralizado na Faculdade de Ciências da Saúde/UnB no Laboratório de Controle de 

Qualidade e Laboratório de Produtos Naturais, em colaboração com as professoras 

Pérola de Oliveira Magalhães Dias Batista, Dâmaris Silveira e Yris Maria Fonseca-

Bazzo.  

Os ensaios in vivo foram desenvolvidos no Biotério do Instituto de Biologia e 

as cirurgias realizadas no Laboratório de Cirurgia Experimental da Faculdade de 

Medicina /UnB.  

 As atividades relacionadas à histopatologia foram realizadas em primeiro 

momento no Laboratório de Histologia da Faculdade de Medicina /UnB em parceria 

com a Profa. Dra. Selma Aparecida Souza Kuckelhaus, mas foram finalizadas no 

Laboratório de Histologia do Hospital Veterinário/UnB em parceria com o Prof. Dr. 

Márcio Botelho de Castro.  

As análises hematológicas e bioquímicas foram executadas no Laboratório de 

Pesquisas em Doenças Imunogenéticas e Crônico-degenerativas/UnB em parceria 

com a Prof. Dr. Yanna Karla de Medeiros Nóbrega. 

 

4.1.3. Modelo animal 

Foram utilizados ratos Wistar Hannover fêmeas (nulíparas e não grávidas), 

hígidas, obtidos do Biotério de Produção de Ratos-Instituto de Ciências Biológicas 

da Universidade de São Paulo(USP), no período de maio de 2016 a maio de 2017.  

 Os animais testados tinham idade entre oito e quatorze semanas e com o 

peso entre 180 e 280 g no início dos ensaios, destacando que no mesmo grupo a 
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diferença inicial do peso dos animais não superou ± 20%, como preconizado pelo 

Guia OECD 423.  

Durante os ensaios os ratos foram mantidos agrupados em gaiolas de 

polietileno (41 x 34 x 16cm) forradas com maravalha previamente autoclavada 

(Figura 8), sob condições de temperatura (22ºC ± 3ºC) e umidade (30% a 70%) 

controladas, em ciclos de 12 horas de claro e 12 horas de escuro 102; 106. Ademais 

tiveram acesso ad libitum à água potável acondicionada em garrafas graduadas de 

polietileno e à ração comercial (marca Purina ©) esterilizada pelo método de 

irradiação gama, peletizada e balanceada para suprir todas as necessidades do 

animal. 

Para acompanhamento de consumo de ração, água, peso diário e sinais de 

toxicidade os animais foram marcados, a partir da base da cauda, com número de 

traços feitos com uma caneta marcadora. 

 

Figura 8. Ratos Wistar Hannover fêmeas 

4.1.3.1. Considerações éticas 

Os experimentos foram realizados de acordo com as normas do CONCEA 

(Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal) e delineado seguindo a 

Diretriz Brasileira para cuidado e utilização de animais para fins Científicos e 

Didáticos 35, bem como pelos Guidelines publicados pela OECD (Organisation for 

Economic Co-operation and Development) 102. Dessa forma a pesquisa foi 
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desenvolvida de forma parcimoniosa, obedecendo obrigatoriamente os princípios da 

ética científica que norteiam os experimentos in vivo, para obtenção de uma 

pesquisa racional, na qual minimiza o uso de animais e seu sofrimento sem 

comprometer a qualidade da pesquisa científica, consubstanciando o princípio dos 

3R’s de Willian Russel 99; 105. 

O projeto foi previamente submetido ao Comitê de Ética no Uso de Animais 

(CEUA) da Universidade de Brasília, com aprovação UnBDoc n° 1293556/2015 

(ANEXO I). 

A eutanásia foi conduzida em acordo com as Diretrizes para Eutanásia em 

Animais, do CONCEA 40 e o Guia Brasileiro para Boas Práticas para Eutanásia em 

Animais, do Conselho Federal de Medicina Veterinária 109. Após a eutanásia e coleta 

do material hematológico e histológico as carcaças dos animais foram descartadas 

como preconiza a Lei Nacional de Resíduos Sólido N° 12.305/2010 110.  

 

4.2. MÉTODO 

4.2.1. Perfil físico químico  

4.2.1.1. Ponto de fusão 

A determinação do ponto de fusão dos compostos 4p e 4bc foi realizada em 

aparelho automático marca Fisatom 430 D (método do capilar). Para a execução da 

técnica, as amostras foram trituradas usando almofariz e pistilo de vidro. As análises 

foram realizadas em triplicata. 

 

4.2.1.2. Técnicas in silico (previsão de pKa e solubilidade) 

Todos os cálculos foram realizados pelo software Marvin Suite®, da empresa 

ChemAxon. O pKa dos compostos 4p e 4bc foi previsto por meio do método de 

cálculo empírico das cargas parciais 111 112  A previsão da solubilidade foi obtida pela 

ferramenta “Chemaxon’s Solubility Predictor”, que usa o método de avaliação da 

solubilidade por fragmentos moleculares 113. 
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4.2.1.3. Determinação experimental da solubilidade  

A análise experimental da solubilidade dos compostos 4p e 4bc foi realizada 

utilizando o método do equilíbrio empregando a técnica shake-flask 114 115 116 no 

equipamento shaker (Incubator Shaker Series – Innova ® 44). Foi definido como 

condições para o teste a temperatura de 25°C, agitação 150 rpm pelo período de 24 

horas.  

 Foram utilizados como meio de teste tampões fosfato de pH 7 e pH 12. O 

ensaio foi realizado nas concentrações 0,1 mg/mL e 0,01 mg/mL para ambos os 

tampões e moléculas. Foram mensurados os pHs do material após o acrescimento 

dos compostos aos tampões e ao fim das 24 horas de agitação.  

Após as 24 horas as amostras foram retiradas do shaker e imediatamente 

filtradas, por meio do filtro de seringa poro 0,45 µm (Millex® HV Membrana 

Durapore® em PVDF) as alíquotas foram avaliadas pelo método 

espectrofotométrico. As leituras foram realizadas em 312 m, que corresponde ao 

comprimento de onda de maior absorbância do composto 4bc.  

Concomitantemente o método analítico para a avaliação da solubilidade foi 

determinado utilizando o filtrado da solução menos concentrada (0,01 mg/mL), onde 

houve 100% de dissolução. A partir dessa solução procederam-se as diluições 

utilizando o meio de solubilização correspondente, dessa forma obtendo as curvas 

analíticas.  

Os materiais filtrados correspondentes as concentrações de 1,0 mg/mL, 0,1 

mg/mL, 0,01 mg/mL foram diluídos e aferidos no espectrofotômetro e foi então 

definida a solubilidade.  A partir dos resultados foi possível comparar com os 

critérios determinados pela Farmacopeia Brasileira para estabelecer o grau de 

solubilidade dos compostos 117. 

 

4.2.2. Formulações 

4.2.2.1. Formulação Oral 

Os compostos 4p e 4bc foram incorporados a um xarope simples, nas 

concentrações de 15 mg/mL e 100 mg/mL. O processo foi adaptado da Farmacopeia 

Brasileira 118, como descrito no esquema.  
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Essas concentrações foram definidas de acordo com as doses preconizadas 

pela OECD 423 e pelo requisito de administração de volume constante para todos 

as doses, sendo o volume máximo permitido para esse tipo de administração 1 

mL/100g de peso corporal do animal. 

Após o preparo prévio do xarope, os compostos em pó foram macerados com 

auxílio de almofariz e pistilo de vidro e adicionado (20%) do umectante 

propilenoglicol, dando origem a fase 1 da formulação. 

Essa fase foi incorporada ao xarope seguida por 2 minutos no vórtex para 

mistura completa das fases e posteriormente submetida a 20 minutos no sonicador. 

Como esquematizado abaixo. 

 

A formulação foi preparada no máximo com 48 horas de antecedência à 

administração e armazenada em vidro âmbar à temperatura de 20°C. 

 

4.2.2.2. Formulação Intravenosa  

A formulação intravenosa foi desenvolvida para a obtenção das 

concentrações de 1,0 mg/mL e 2,5 mg/mL.  

Foi desenvolvida uma suspensão de polissorbato em soro fisiológico, onde o 

pó macerado foi dissolvido em 7,5% de DMSO (dimetilsulfóxido) com auxílio do 

vórtex. À mistura completa foi adicionado 7,5% do agente dispersante Polissorbato 

80, seguida de sonicação por 20 minutos 96.  

50g de sacarose + 30mL 
de água purificada

Aquecimento a 60 °C 
com agitação constante 

Completar o volume 
para 100 mL com água 

Maceração 
dos pós 

Fase 1: 
Molécula + 

propilenoglicol 

Adicionar a 
fase 1 ao 
Xarope

Completar o 
volume com 

xarope 

Vortex por 2 
minutos e 

sonicar por 
20 minutos 
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4.2.3. Experimentos in vivo  

4.2.3.1. Toxicidade oral aguda 

O ensaio de toxicidade aguda oral foi realizado de acordo com o Guia OECD-

423/2001, que preconiza doses fixas a serem utilizadas no ensaio (5mg/kg, 

50mg/kg, 300 mg/kg ou 2000 mg/kg). Três animais são requeridos para cada dose 

(Figura 9). A administração foi realizada via gavagem por sonda oro-gástrica (aço 

inox- 16GA - 1,2mm x 38 mm), previamente esterilizada em autoclave 119 120.  

De acordo com o protocolo quando não se tem conhecimento prévio da 

toxicidade das amostras testadas é recomendável que se inicie o teste com a dose 

de 300 mg/kg, dessa forma essa foi selecionada como a inicial para o estudo.  A 

sequência do experimento depende da mortalidade (ou estado moribundo) ou não 

dos animais nessa dose, após as 24 primeiras horas da exposição. A partir dessas 

observações pode-se estimar a categoria toxicológica, segundo GHS (The Globally 

Harmonized System of Classification and Labeling of Chemicals).  

Tendo em vista que em nossos experimentos não houve morte ou 

moribundez na primeira dose (300mg/kg) testada, testamos a maior dose 

(2000mg/kg), e portanto foram utilizados 18 animais (12 animais com dose e 6 

controles) para cada composto. A distribuição dos grupos é apresentada na Tabela 

2. 

Maceração 
dos pós 

Fase 1: 
Molécula + 

DMSO 

Adicionar 
polissorbato 

80

Sonicador 20 
minutos

Vortex 
por 2 

minutos

Completar o 
volume com 
a suspensão



43 

 

  

Figura 9. Etapas para a avaliação de toxicidade aguda de classes baseado no Guia da OECD 423 

 

Tabela 2 - Desenho experimental para a avaliação da toxicidade aguda oral dos compostos 4p e 4bc 

 Doses 
administradas 

Composto Teste 1 Teste  2 

 Controle Xarope   

 Controle Solução salina   

 
300 mg/kg de peso 

corporal 
4p   

 
300 mg/kg de peso 

corporal 
4bc   

 
2000 mg/kg de peso 

corporal 
4p   

 
2000 mg/kg de peso 

corporal 
4bc   
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Para a dose de 300 mg/kg, os animais ficaram em jejum por 8 horas 

anteriores as administrações, com acesso livre apenas à água, sendo a ração 

permitida após 4 horas da administração. 

Para a dose de 2000 mg/kg, devido à limitação da solubilidade dos compostos 

na formulação, foram necessárias duas administrações dentro do intervalo de 24h, 

respeitando um intervalo de 8 horas entre as doses para completo esvaziamento 

gástrico. Tal procedimento é previsto pela OECD-423, sendo assim o animal 

permaneceu em jejum pelo período total entre as doses. 

 

4.2.3.2. Toxicidade intravenosa aguda 

O ensaio de toxicidade aguda intravenosa foi realizado de acordo com a 

adaptação do Guia OECD-423/2001 e também baseado no estudo de Torres et 

al.,2013 96. As doses utilizadas no ensaio foram: 1,0 mg/mL/kg ,2,5 mg/kg ou 5,0 

mg/kg, na qual o número de cinco animais foi requerido para cada dose.   

A administração foi realizada pela injeção intravenosa através da veia da 

cauda, essa técnica requer o uso de dispositivos de retenção Figura 10. Os 

dispositivos foram limpos a cada injeção com álcool 70% e com água abundante 

para evitar o estresse induzido por feromônio ou infecção cruzada 119 120 121. Após os 

animais serem acondicionados, a cauda foi aquecida em água morna (30-35°C) por 

até 3 minutos, para garantir a vasodilatação e facilitar o acesso às veias laterais. 120.  

 

Figura 10. Animal acondicionado no dispositivo de retenção 
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Os animais foram divididos aleatoriamente em grupos de 5 animais sendo que 

o peso não variou mais que 20% em relação à média do grupo. Foram utilizados 25 

animais no total para a avalição toxicológica aguda intravenosa do composto 4bc. 

Foi necessária a inclusão de dois grupos controles, o primeiro corresponde ao 

grupo controle suspensão na qual foi administrado apenas a formulação de 

incorporação dos compostos, e o segundo foi administrado a solução salina (NaCl 

0,9%), que foi nomeada como grupo controle salina.  

 O grupo I recebeu a dose de 1mg/mL/kg, o grupo II a dose 2,5 mg/kg e o 

grupo III a dose 5mg/mL/kg do composto 4bc, como demonstrado na Tabela 3. 

 

Tabela 3 - Desenho experimental para a avaliação da toxicidade aguda intravenosa do composto 4bc 

 Doses administradas Composto Grupos 

 Controle Suspensão  

 Controle Solução salina  

 1mg/kg de peso corporal 4bc  

 
2,5 mg/kg de peso 

corporal 
4bc  

 5mg/kg de peso corporal 4bc  

 

4.2.3.3. Avaliação dos sinais de toxicidade 

Após a administração pela via oral e intravenosa foram realizadas 

observações comportamentais sistemáticas durante as primeiras 24 horas, nos 

tempos de 15 minutos, 30 minutos, 1 hora, 2 horas, 4 horas, 8 horas, 12 horas e nos 

sequentes 13 dias uma vez diariamente, até a eutanásia que foi realizada no 14° dia 

do estudo. 

Por meio do screening hipocrático os parâmetros analisados foram: frêmito 

vocal, irritabilidade, resposta ao toque, resposta ao aperto da cauda, convulsão, 
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tremores finos e grosseiros, contorção, ereção de cauda, tremor, motilidade, diarreia, 

chiados, coçar focinho, salivação excessiva, hiperatividade, dilatação ou contração 

da pupila, lacrimejamento, piloereção, hipotermia, hipertemia e cianose 122 123. 

A intensidade, duração e progressão dos sinais foram anotadas e tabuladas 

numa escala de 0 a 4 (ausente, raro, pouco, moderado, intenso), para análise 

posterior 122.  

4.2.3.4. Avaliação ponderal  

O ganho de massa ao longo dos 14 dias de ensaio foi verificado pela 

pesagem diária dos animais e sua evolução individual comparada com a dos 

animais que receberam o mesmo tratamento e dose, bem como com o controle e 

com as diferentes doses do composto testado.  

4.2.3.5. Avaliação do consumo de ração e água 

O parâmetro de consumo de água e ração também foi avaliado como possível 

efeito de toxicidade e mensurados diariamente durante os 14 dias de experimento.  

Como os animais foram alojados de forma coletiva o consumo analisado não 

foi individual, sendo na verdade representativo do tratamento que os animais foram 

expostos. Diante disso, foi necessária uma análise da média de consumo, relativa ao 

somatório do peso dos animais, calculado pela fórmula abaixo.  

CONSUMO (ração)  =  
consumo de ração diário médio(g)

massa média dos animais (g)
  

De forma semelhante foi realizada a avaliação do consumo de água, porém a 

média foi expressa em mL/ g.  

CONSUMO (hídrico)  =  
consumo de água diário médio(mL)

massa média dos animais  (g)
 

 

4.2.3.6. Avaliação anatomopatológica  

 No décimo quarto dia os animais foram anestesiados com tiopental sódico 

(180mg/kg Thiopentax®, Cristália) e eutanasiados por exsanguinação (punção 

cardíaca) e foi então realizada a coleta dos órgãos. 

Os órgãos foram avaliados em busca de alterações macroscópicas, 

comparando-se com os órgãos dos animais do grupo controle, nas quais foi 
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observada alteração de cor, forma, tamanho, presença de hemorragias e sinais de 

necrose. 

Os órgãos (baço, tireoide, timo, coração, pulmão direito e esquerdo, rim 

direito e esquerdo, fígado estômago, útero com o ovário) foram pesados e 

normalizados em relação à massa total do animal, gerando o parâmetro “Índice do 

órgão”, calculado seguindo a fórmula abaixo 124.  

 

ÍNDICE DO ÓRGÃO =  
massa do órgão(g)

massa do animal (g)
 x 100 

 

4.2.3.7. Avaliação dos parâmetros hematológicos 

Uma fração (0,5 mL) do sangue obtido dos animais foi armazenado em tubos 

contendo EDTA (tubos de microcoleta, Vacuette©). Uma gota do sangue coletado, 

ainda sem anticoagulante, foi utilizada para se obter o esfregaço sanguíneo. 

O sangue com EDTA foi utilizado para a realização do hemograma completo 

(série vermelha, série branca e plaquetas). A análise foi realizada em contador 

automático ADVIA® 60. O esfregaço foi corado utilizando-se um corante panótico 

comercial (New Prov®) e analisado em microscopia óptica para confirmação das 

contagens automáticas e realização da contagem diferencial de leucócitos. 

 

4.2.3.8. Avaliação dos parâmetros bioquímicos 

Uma fração (4 mL) do sangue obtido dos animais foi armazenado em tubos 

com gel separador e ativador de coágulo (Vacuette©). O sangue foi submetido à 

centrifugação por 4500 rpm durante 5 minutos para a obtenção do soro, que foi 

aliquotado e armazenado a -80ºC até o momento da análise, quando o material foi 

descongelado e avaliado no analisador bioquímico Respons®910 (DiaSys®). Foram 

analisados os seguintes parâmetros: albumina, alanina aminotransferase, aspartato 

aminotransferase, cálcio, colesterol, bilirrubina total e frações, fosfatase alcalina, 

glicose, HDL, LDL, triglicerídeos, proteínas totais e ureia.  
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4.2.3.9. Histologia  

4.2.3.9.1. Fixação por perfusão 

Usando anestesia profunda foi realizada uma incisão lateral de 5-6 cm através 

do tegumento e da parede abdominal próximo à caixa torácica para assim expor a 

cavidade pleural dando acesso ao coração do animal (Figura 11). Pelo ventrículo 

esquerdo, administrou-se 40 mL de PBS (tampão fosfato salino), e na sequência, 40 

mL de formalina alcoólica.  

 

Figura 11. Procedimento de incisão para realização da fixação por perfusão 125 

O procedimento foi adaptado de Gage et al.,2012 125, sem a utilização de 

bomba de perfusão peristáltica.  

 

4.2.3.9.2. Perfusão por imersão 

 Previamente à fixação, os órgãos foram clivados até cerca de 3 mm de 

espessura para facilitar a penetração do fixador e a difusão dos reagentes durantes 

as demais etapas 126.  

Os órgãos coletados foram imersos em solução de Formalina tamponada 

10%, por no mínimo 48 horas, com uma relação entre o volume do fixador e o 

volume dos fragmentos de aproximadamente 20 vezes.  

Após a fixação completa o material foi acondicionado em cassetes 

devidamente identificados.  

 

4.2.3.9.3. Processamento dos tecidos  

O processamento histológico consiste nas etapas de desidratação, 

diafanização, inclusão em parafina e a finalização pelo corte no micrótomo 127.   
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A desidratação foi realizada por meio de quatro banhos consecutivos em 

álcool 100% (v/v) por imersão, com duração de uma hora cada. 

Após a desidratação, os tecidos passam pela diafanização/clarificação por 

imersão em quatro banhos de Xilol 100% (v/v) por quarenta minutos cada. 

A impregnação (inclusão em parafina) foi realizada por meio de três banhos 

de uma hora de parafina (Parafina Low Melt,EASYPATH) fundida em estufa a 60 °C.  

Os cortes de tecidos foram então fixados na parafina em moldes de metal na 

posição vertical e no fundo da forma, com o auxílio de pinça pré-aquecida. O 

material parafinizado foi mantido em temperatura ambiente e depois acondicionado 

a 4°C para completo endurecimento da parafina e armazenado para realização de 

cortes de tecido no micrótomo (Rotary microtome, modelo RM2125, Leica© 

Biosystems, Alemanha) em temperatura ambiente. 

 

4.2.3.9.4. Microtomia  

Os tecidos emblocados em parafina foram previamente resfriados por 30 

minutos a 20°C antes do início dos cortes.  

Os blocos foram cortados com espessura de 3 a 5 μm com o uso de navalha 

descartável de perfil alto - Leica© e os cortes coletados em lâminas e colocados em 

banho-maria a 37°C para serem distendidos. As lâminas com o material adesivado 

foram colocadas em estufa aquecida a 60°C, para remoção do excesso de parafina 

por 30 minutos, depois armazenadas à temperatura ambiente até a coloração.  

 

4.2.3.9.5. Coloração com hematoxilina-eosina 

Após a microtomia os procedimentos gerais para a coloração são: 

desparafinização, hidratação, coloração, desidratação, clarificação e montagem da 

lâmina 127. O material histológico foi corado com hematoxilina e eosina, corantes não 

vitais.  

Para a desparafinização o material foi imerso em consecutivos banhos em 

xilol e rehidratados em banhos de álcool absoluto e água, como descritos a seguir. 

- 4 banhos em xilol, por 3 minutos cada; 

- 4 banhos em álcool, por 1 minuto cada; 

- 2 banhos em água destilada, por 1 minuto cada; 
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- Lavagem em água corrente, por 3 minutos; 

- Lavagem em água destilada, por 2 minutos; 

A coloração foi realizada pela imersão em solução de hematoxilina de Harris 

(5 g hematoxilina, 2,5 g óxido mercúrio, Alúmen de Potássio 100 g, Etanol a 100% 

50 mL, Água destilada 1000 mL) por 5 minutos. Este procedimento é seguido de 

lavagem em água corrente para retirada do excesso do corante, finalizando com 

imersão em água destilada     

O preparo do material para receber o corante ácido é feito por mergulho em 

álcool ácido (ácido clorídrico 1% em álcool 70%) seguido de lavagem em água 

destilada e diferenciação por imersão em Solução de Carbonato de lítio (0,05 g 

carbonato de lítio, água destilada 100 mL) por 30 segundos e novamente lavagem 

em água destilada e por fim mergulhadas em eosina alcoólica 1% por 3 minutos.  

Para finalização do processo o material foi desidratado por meio de 4 banhos 

em álcool absoluto por 1 minuto e prosseguiram em 4 banhos de xilol por 1 minuto 

para a clarificação.  

As lâminas foram secas com papel absorvente e meio sintético Entellan 

(Entellan new, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) gotejado sobre o corte histológico e 

então a lamínula foi fixada. 

 

4.2.3.9.6. Análise histológica 

A análise histológica foi realizada em colaboração com o patologista Prof. Dr. 

Márcio Botelho de Castro através da observação das imagens dos cortes dos 

tecidos obtidas em microscópio comum (Nikon, Eclipse E200-LED) e capturadas por 

câmera digital acoplada ao sistema.  

 

4.2.4. Avaliação da biodisponibilidade  

4.2.4.1. Cromatografia de alta eficiência (CLAE) 

4.2.4.1.1. Obtenção das amostras 

Foi realizada a coleta seriada de sangue após a administração oral dos 

compostos 4p e 4bc e após a administração intravenosa do composto 4bc pela veia 

retro sinus orbital 128 129, nos tempos de 15 minutos, 30 minutos, 45 minutos, 1 hora 

e 30 minutos, 3horas e 4horas e 30 minutos após a administração. Antes de cada 

coleta foi administrado aproximadamente 0,2 mL (cerca de 5 gotas) de colírio 
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anestésico (Allergan®) contendo cloridrato de tetracaína 1% e cloridrato de 

fenilefrina 0,1%. 

Foi coletado o volume de 200µL em cada um dos tempos e então 

armazenados em tubo heparinizados (Tubo de microcoleta de 0,5mL, Vacuette®), 

sendo os quatros primeiros pontos coletados do olho direito e os restantes do olho 

esquerdo de cada animal. Foram utilizados três animais por dose/via de 

administração/composto, como apresentado na Tabela 4. 

Tabela 4 - Desenho experimental para coleta de sangue seriada para predição do perfil de absorção 

Via de 
administração 

Doses 
administradas 

Composto Grupos 

 Controle Xarope  

 Controle Solução salina  

 
300 mg/kg de 
peso corporal 

4p  

 
300 mg/kg de 
peso corporal 

4bc  

 
Controle Suspensão  

 
Controle Solução salina  

 
2,5 mg/kg de 
peso corporal 

4bc  

  via intravenosa   via oral  

Após a coleta os tubos foram centrifugados por 4500 rpm por 5 minutos para 

a obtenção do plasma, que foi aliquotado e juntado em um pool por grupo, por 

tempo, e então armazenados a -20°C até a etapa de extração. 

 

4.2.4.1.2. Processo de extração 

O solvente acetato de etila utilizado para a extração foi adquirido da empresa 

Dinâmica® e o ácido tricloroacético da Sigma- Aldrich®, na qual foi preparada uma 

solução de 20% desse ácido.  
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O plasma colhido dos animais foi descongelado e o volume de 400µL 

transferido para um eppendorf, onde foi adicionado 20 µL de ácido tricloroacético - 

TCA a 20% (Sigma-Aldrich). Após agitação em mixer por aproximadamente 2 

minutos. Em seguida foram adicionados 2mL de acetato de etila P.A. (Dinâmica®), 

agitou-se em mixer por mais 1 minuto e a mistura foi centrifugada a 4000 rpm por 10 

minutos. O sobrenadante foi coletado e filtrado em membrana de 0,22 µm. O filtrado 

foi evaporado à secura em um equipamento concentrador de amostras (speed vac – 

Eppendorf® – Concentrator R301). O resíduo foi ressuspendido em 50 µL de 

acetonitrila (J.T.Baker®) e adicionado ao vial para análise 130. 

A curva padrão foi construída da mesma forma que as amostras, tendo sido 

utilizado plasma branco (380 µL) adicionado de soluções dos compostos em 

acetonitrila (20 µL) obtendo as seguintes concentrações no plasma: 0,25µg/mL, 0,5 

µg/mL, 1,0 µg/mL, 2,0µg/mL e 5,0 µg/mL. 

 

4.2.4.1.3. Análise  

A identificação e quantificação dos compostos foi realizada por cromatografia 

líquida de alta eficiência (CLAE) em um cromatógrafo LaChrom Elite (Hitachi, 

Toquio, Japão) equipado com detector L2455 DAD (Hitachi, Toquio, Japão), injetor 

L2200, bomba L2130 e forno para coluna L2300. Os dados foram obtidos com o 

software EZChrom Elite (version 3.3.2 SP1 Scientific Software. Inc.). Foi utilizada 

uma coluna C18 Core Shell Kinetex (110mm x 4,6 mm, 5μm) Phenomenex®, o forno 

da coluna foi mantido a 25°C, o volume de injeção foi de 10 μL, o fluxo foi mantido a 

1 mL/min e a detecção foi realizada no comprimento de onda de 312 nm para o 

composto 4bc e 307 nm para o 4p. A fase móvel foi constituída de gradiente de 

Acetonitrila (Bomba C) e Água (Bomba D), como detalhado na Tabela 5. 

O método, previamente validado no laboratório, é linear no intervalo de 

concentrações proposto, e apresenta recuperação entre 85% e 105%. 
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Tabela 5 - Gradiente da fase móvel para a detecção dos compostos 4p e 4bc 

Tempo (min) Bomba C (%) Bomba D (%) 

0-0,2 20 80 

0,2 – 3,5 20 80 

3,5- 4,5 80 20 

4,5 – 4,6 80 20 

4,6- 7,0 20 80 

A identificação dos compostos ocorreu por meio da comparação das áreas do 

pico da curva extraída em que as concentrações são conhecidas com as áreas 

equivalentes (tempo de retenção e espectro similares) na amostra.  

 

4.2.4.2. Fluorescência 

4.2.4.2.1. Composto 4bc fluorescente 

O composto 4bc fluorescente foi sintetizado e fornecido pelo Prof. Brenno 

Amaro da Silva Neto (Laboratório de Química Medicinal e Tecnológica - 

Universidade de Brasília), conforme Figura 12 

 

Figura 12. 4bc fluorescente  
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4.2.4.2.2. Desenho experimental  

 A avalição da biodisponibilidade foi realizada para as duas vias de 

administração (oral e intravenosa), sendo necessária a inclusão dos controles 

referentes aos veículos utilizados na incorporação do composto 4bc (xarope e 

suspensão), sendo a mesmas formulações utilizadas no ensaio de toxicidade aguda.  

Para esses ensaios forma usados 4 ratos fêmeas Wistar com 4 semanas e 

peso de 160-180g, sendo 2 animais para o controle (xarope e suspensão) e um para 

cada via de administração. O número de animais para esse ensaio foi reduzido em 

decorrência da pequena quantidade de amostra do 4bc fluorescente e por ser um 

ensaio predominantemente qualitativo.  Todos os animais forma previamente 

depilados na região abdominal.  

O experimento foi realizado em duas etapas, primeiramente in vivo e 

posteriormente ex vivo, metodologia adaptada de Moura (2017) 131 com a utilização 

do equipamento IVIS Lumina XR (Xenogen Corporation-Caliper, Alameda, CA, 

USA), disponível no laboratório de Genética e Morfologia da Universidade de 

Brasília, UnB. 

 Para a via oral a dose utilizada foi de 50mg/kg e o tempo de espera para 

início das análises foi de uma hora, já para a via intravenosa a dose foi de 2,5 mg/kg 

e a análise foi iniciados após 30 minutos da administração.  

Após a administração do composto pela via oral e intravenosa, os animais 

foram levados para o equipamento de imageamento animal IVIS LUMINA® e 

permaneciam anestesiados, com o uso do anestésico inalatório isoflurano na 

concentração de 1,5%.  

E segundo momento após a retirada dos animais do equipamento eles foram 

anestesiados (180mg/kg Thiopentax®, Cristália), o sangue foi coletado por punção 

cardíacae o esfregaço sanguíneo foi confeccionado. Esse material foi armazenado 

ao abrigo de luz e após 24 horas analisado por meio da microscopia de 

fluorescência. 

Dos animais eutanasiados por exsanguinação foram coletados os órgãos 

(coração, fígado, rins e cérebro) e então analisados no IVIS LUMINA®, dessa forma 

os dados foram obtidos e analisados pelo software Living Image.  

O delineamento está esquematizado na Figura 13.  
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Figura 13. Delineamento experimental da análise da biodisponibilidade por fluorescência 

  

4.2.5. Análise estatística  

Os dados foram analisados no programa estatístico R. Todos os resultados 

foram expressos como média ± desvio padrão. Utilizamos o teste não paramétrico 

de Kruskall-Wallis para comparar a distribuição dos dados pertencentes a diferentes 

grupos. Uma das vantagens em se utilizar um teste não paramétrico é que não 

precisamos saber qual é a distribuição dos dados, e não precisamos assumir, por 

exemplo, que os dados são normalmente distribuídos. Para nossos experimentos 

isso é uma vantagem, já que o número de repetições para checar a hipótese de 

normalidade nesse caso não é viável.  

Primeiro, checamos se existe diferença significativa utilizando todos os 

grupos. O nível de significância adotado foi p< 0,05. Na existência de diferença 

significativa, procedemos com o teste de Kruskall-Wallis, comparando de dois em 

dois grupos. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO  

5.1. PERFIL FÍSICO QUÍMICO – 4p e 4bc 

5.1.1. Ponto de fusão 

A determinação da faixa de fusão do composto 4bc foi analisada em triplicada 

e apresentou resultados compreendidos em intervalo entre 220 °C e 222°C (Tabela 

6), sendo em média 11°C a baixo dos valores teóricos, especificado por Ramos et 

al., 2012 (233-234 °C)10 e por Srinivas et al., 2004 (233-234 °C) 132. 

Tabela 6 - Resultado do ponto de fusão do composto 4bc 

 

4bc 

Temperatura (°C) 
Média ± Desvio 

padrão 
Leitura 1 Leitura 2 Leitura 3 

Início 220 221 220 220,3 °C ± 0,6°C 

Fim 221 222 221 221,3°C ± 0,6°C 

 

Para o composto 4p não foi possível à determinação do ponto de fusão, visto 

que não ocorreu a liquefação da amostra nas temperaturas descritas na literatura  

175-176 °C 10  e 178-179°C 133.  

No momento que a temperatura atingiu faixa de 217°C - 219°C o pó 

apresentou-se completamente carbonizado e com a formação de grumos como 

demostrado na Figura 14 e em nenhuma temperatura foi observada mudança do 

estado sólido para o líquido.  

 

Figura 14. Composto 4p após atingir a temperatura 217 °C com aspecto carbonizado. 

A variação dos pontos de fusão determinados com os descritos na literatura 

pode ter sido causada pela existência de polimorfos cristalinos do 4p e 4bc, o que 
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significa que esses compostos têm a capacidade de existir em mais de uma forma 

cristalina gerando diferentes conformações cristalográficas. A existência dessas 

formas polimórficas pode afetar os parâmetros físico-químicos, como solubilidade, 

ponto de fusão e sublimação, velocidade de dissolução, densidade, higroscopicidade 

e estabilidade 134.  Além desse fato, pode ainda ter ocorrido variação na 

determinação do início da fusão, visto que a leitura da temperatura no termômetro foi 

realizada a olho nu.  
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5.1.2. Previsão do pKa 

Com auxílio do software Marvin Suite®, foi calculado o logaritmo da constante 

de dissociação ácida dos compostos 4bc e 4p, conforme Tabela 7. 

Tabela 7 - Resultados do pKa dos compostos 4bc e 4p 

 Estrutura química pKa 

 

4bc 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. 9,87 
2. 10,93 

 

4p 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. 9,15 
2. 10,89 
 

 

 

5.1.3. Determinação de solubilidade 

5.1.3.1. Predição de solubilidade – In sílico 

Com auxílio do software Marvin Suite ® foi calculado que acima do pH 12 os 

compostos 4p e 4bc apresentariam melhor solubilidade em água, conforme Figura 

15 e 16 respectivamente. A unidade logS é uma unidade comumente utilizada na 

mensuração da solubilidade, e representa o logaritmo da solubilidade em mg/mL. 

Isto equivale a dizer que, para os compostos em estudo, a solubilidade prevista seria 

de aproximadamente 1 mg/mL (logS = 0; portanto S = 1) na faixa de pH acima de 
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12. Abaixo de pH 8, a solubilidade prevista seria de aproximadamente 0,0025mg/mL 

(logS = -2,6; portanto S = 0,0025).   

 

Figura 15. Predição da solubilidade do composto 4bc em função do pH do meio 

 

Figura 16. Predição da solubilidade do composto 4p em função do pH do meio 

 

5.1.3.2. Determinação experimental da solubilidade 

O resultado de solubilidade do composto 4bc foi obtido a partir do método 

espectrofotométrico previamente validado.  

A curva padrão (Figura 17) traçada para a determinação das concentrações 

do composto 4bc solubilizado foi realizada nas concentrações de 0,01 mg/mL; 0,005 

mg/mL; 0,0025 mg/mL; 0,00125 mg/mL e 0,001 mg/mL e dados estão expressos na 

Tabela 8. 
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Tabela 8- Dados da curva analítica espectrofotométrica do composto 4bc 

Pontos Média ± Desvio padrão 

0,01 mg/mL 0,480 ± 0,002 

0,005 mg/mL 0,247 ± 0,006 

0,0025 mg/mL 0,086 ± 0,003 

0,00125 mg/mL 0,061 ± 0,003 

0,001 mg/mL 0,051 ± 0,002 

 

 

Figura 17. Curva padrão do composto 4bc, onde y é a equação da reta. 

 

De acordo com o termo de descrição de solubilidade proposto por Manadas et 

al., 2002 135 e pela Farmacopeia Brasileira de 2010 117, o composto 4bc é descrito 

como praticamente insolúvel em tampão fosfato pH 7 e pouco solúvel em pH 12, 

como apresentado na Tabela 9. Em termos quantitativos, podemos afirmar que a 

solubilidade do composto 4bc encontra-se próxima a 0,01 mg/mL, em pH 12. 
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Tabela 9 - Resultado da solubilidade do composto 4bc em meios de pH 7 e 12 

Concentração planejada Concentração aferida 

Tampão fosfato - pH 7 

Concentração aferida 

Tampão fosfato - pH 12 

4bc [0,1mg/mL] [0,00857 mg/mL] [0,0102 mg/mL] 

4bc [0,01mg/mL] [0,00611mg/mL] [0,00951 mg/LmL] 

 

A Figura 18 demonstra o aspecto das soluções em pH 7 e 12 do composto 

4bc.  

   

Figura 18. Composto 4bc após 24 horas de agitação e temperatura controladas em tampões de pH 7 

e 12 respectivamente.  

Para o composto 4p, levando em conta que não houve solubilização total nem 

mesmo na concentração inferior (0,01mg/mL), não foi possível realizar a 

metodologia para a aferição da solubilidade. Consideramos, portanto, que 

independente do pH, o composto 4p é praticamente insolúvel em água, como 

apresentado na Figura 19. 
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Figura 19. Composto 4p após 24 horas de agitação e temperatura controladas em tampões de pH 12 

e 7 respectivamente. 

A ação dos fármacos está relacionada à farmacocinética e existem fatores 

que determinam a liberação e a cinética dos compostos no organismo, sendo as 

propriedades físico-químicas cruciais para a conclusão dessa etapa sendo os 

principais a: como ionização (ácido/base), coeficiente de partição e a solubilidade. 

Além disso, as características de liberação do composto são importantes, a exemplo 

desintegração/ desagregação e a dissolução do fármaco   3 29 107.  

Os resultados apresentados estão em consonância com a literatura, que 

descreve a baixa solubilidade dos derivados diidropirimidinona 9. No trabalho de 

Ramos (2012) foi descrito que os compostos 4p e 4bc somente foram solúveis em 

solventes orgânicos polares como o dimetilsulfóxido (DMSO) e a dimetilformamida 

(DMF), sendo estes inviáveis para a administração in vivo, já que nas quantidades 

que seriam necessárias para dissolver o material a ser administrado esses solventes 

sozinhos poderiam mostrar-se tóxicos demais para os animais, interferindo no 

resultado da análise. 10 136; 137 138. Diante dessa característica físico-química fez-se 

necessária a incorporação desses compostos em veículos estruturados, nas formas 

farmacêuticas de xarope (oral) e suspensão (intravenoso).  

Essa limitação de solubilidade é também descrita para o Monastrol 139 e para 

o Paclitaxel (Taxol) 140 e foi um dos fatores para a descontinuidade de ensaios 
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clínicos para esses compostos e estímulo para a química medicinal desenvolver 

derivados com um melhor perfil de solubilidade 9 141. 

A solubilidade está diretamente relacionada à biodisponibilidade de 

substâncias no organismo, pois antes que eles possam atravessar as membranas 

que dividem o sítio de absorção da circulação precisam estar em forma de solução, 

dessa forma a dissolução é um pré- requisito para o movimento através da parede 

intestinal, em casos que essa etapa é incompleta ocorre uma baixa penetração nas 

membranas intestinais e consequentemente baixa biodisponibilidade 107.  

5.2. TOXICIDADE AGUDA 

5.2.1. Toxicidade oral aguda – 4p e 4bc 

5.2.1.1. Avaliação da toxicidade sistêmica  

5.2.1.1.1. Mortalidade  

Após o tratamento agudo com a menor dose (300mg/kg) para os dois 

compostos, 4p e 4bc, nenhum dos três animais apresentou morbidade ou 

mortalidade nas primeiras 24 horas após o tratamento. Dessa maneira, foi repetido o 

teste nesta mesma dose em outros três animais e o resultado anterior foi 

confirmado. Seguiu-se para a maior dose (2000mg/kg), que também não gerou 

morbidade ou mortalidade em nenhum dos três animais expostos. A repetição dessa 

dosagem confirmou a ausência de letalidade nessa dose. Nos 13 dias subsequentes 

às doses nenhum óbito foi registrado.  

O objetivo do guia OECD 423 não é a determinação precisa do valor da DL50, 

99, mas sim determinar o potencial de novas substâncias causarem danos à saúde 

142 143 e assim as classifica em categorias de risco segundo GHS (The Globally 

Harmonized System of Classification and Labeling of Chemicals). 

O ensaio de toxicidade aguda descrito pelo Guia 423 102 preconiza que caso 

não ocorra óbito de mais de um animal dos seis que foram expostos a dose de 

2000mg/kg, o valor da DL50 pode ser considerado como o intervalo entre 

2000mg/kg e 5000mg/kg. Ambos os compostos se enquadram nessa faixa, que de 

acordo com o GHS, pode-se chamar de Categoria 5 de toxicidade.  

O resultado mantém um correlação positiva com os ensaios in vitro realizados 

com esses compostos, que indicam atividade citotóxica significativa para células de 

adenocarcinoma mamário MCF-7 e MDA-MB-231, mas efeitos pouco significativos 
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em células normais (fibroblastos), mesmo sendo exportas a elevadas doses por 72 

horas 9.  

Existem diversos trabalhos que avaliam a citotoxicidade e atividade 

antitumoral dos derivados DHPMs em ensaios in vitro 42 144 145 146 147, no entanto os 

estudos de toxicidade in vivo estão ainda em fase inicial 56 96 . 

 Nesse contexto o estudo da avaliação toxicológica e toxicocinética 

desenvolvido por Torres (2014) têm sido utilizados como um bom comparativo para 

no nosso trabalho tendo em vista a similaridade estrutural e do perfil citotóxico do 

composto LaSOM 65, que também não apresentou morte durante os 14 dias de 

ensaio. Diferentemente do nosso trabalho, Torres e colaboradores testaram doses 

mais baixas (50, 100 e 150 mg/kg)do que as preconizadas pelo protocolo OECD 423 

96.  

5.2.1.1.2. Sinais clínicos de toxicidade  

O screening hipocrático é um ensaio clínico prévio útil na avaliação das 

atividades fármaco-toxicológicas de compostos em ensaios agudos, subcrônicos e 

crônicos 148 149; 150.  

Dentre os vinte parâmetros avaliados (frênito vocal, irritabilidade, resposta ao 

toque, resposta aperto cauda, convulsão, tremores finos e grosseiros, contorção, 

ereção de cauda, tremor, pouca motilidade, diarreia, chiados, coçar focinho, 

salivação excessiva, hiperatividade, dilação ou contração da pupila, lagrimação, 

piloereção, hipotermia, hipertermia, cianose e coma) apenas a piloereção e a 

diarreia foram observados.  

A Tabela 10 descreve quantos animais por grupo apresentaram os sinais 

clínicos de toxicidade, a intensidade e o período que foram observados sendo 

analisados à temperatura ambiente.  
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Tabela 10 - Número de animais que apresentaram os sinais clínicos de toxicidade e a intensidade 

Intensidade (0= ausente, 1=raro, 2= pouco, 3=moderado, 4=intenso) nos diferentes grupos do 

experimento de toxicidade aguda via oral.  

Toxicidade aguda oral (4bc e 4p) 

Sinal 
clínico 

Intensi
dade 

Tempo Controle 
Salina 

Controle 
xarope 

4p 300 
mg/kg 

4p 2000 
mg/kg 

4bc 300 
mg/kg 

4bc 2000 
mg/kg 

0 1 2 3 4 0 1 2 3 4 0 1 2 3 4 0 1 2 3 4 0 1 2 3 4 0 1 2 3 4 

P
ilo

e
re

ç
ã

o
 

15min   3      3    3     3     3    1 2   

30min  3     1 2   1 2    1 2    1 2    1 2    

D
ia

rr
e

ia
 15min 3     2 1    3     1 2    1 2    1 2    

30min 3     3      3    2 1    3     2 1    

60min 3     3     3     3     3     2 1    

 

Analisando o parâmetro de eriçamento de pelo todos os animais dos grupos 

tratados e controles apresentaram-no nos primeiros 5 minutos após a administração, 

cessando após 30 minutos em intensidade rara ou pouco. Diante disso é plausível 

acreditar que esse efeito ocorreu em virtude do estresse gerado pela manipulação 

dos animais durante o procedimento da gavagem 151. 

O parâmetro da diarreia foi presente nos animais dos grupos tratados e no 

controle xarope de forma rara, apresentando as excreções com consistência 

diminuída e aquosa. Como esse sinal clínico foi apresentado por no mínimo dois 

animais de cada grupo não é possível correlaciona-lo com a exposição aos 

compostos 4p e 4bc, mas sim a algum componente do xarope, pois esse efeito 

também foi presente no grupo desse controle.  

Na avaliação dos sinais clínicos após administração oral do LaSOM 65 não foi 

observado nenhum efeito adverso significativo. No entanto, como já comentado, o 

LaSOM 65 foi administrado em doses bem menores (50, 100 e 150 mg/kg) e o 

veículo utilizado não foi um xarope 96.  
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5.2.1.2. Avaliação ponderal  

O monitoramento da massa corporal dos animais durante o ensaio de 

toxicidade aguda é um importante indicativo de toxicidade. Se a redução de peso for 

acima de 10% em relação ao peso anterior ao tratamento considera-se como 

indicativo de toxicidade presente 152 153 154.  

A massa corporal dos animais foi avaliada diariamente durante os 14 dias de 

tratamento, sendo que entre o dia 0 e 1 os animais ficaram em jejum cerca de 4 

horas anteriores e posteriores às administrações e por 12 horas entre o dia 13 e 14 

como medida prévia da eutanásia.    

Foi observada diminuição da massa corporal apenas no grupo controle salina, 

pela avaliação da distribuição empírica dos dados através dos box plots 

apresentados na Figura 20.   

 O ganho de peso dos grupos de tratamento apresentou perfil semelhante, 

inclusive as medianas estão bem próximas, no entanto os grupos controles tiveram 

menor ganho de peso em comparação com o grupo 4p 2000mg/kg, sendo assim 

apresentada diferença estatística entre esses grupos. 

 

Figura 20. Ganho de peso dos ratos nos diferentes grupos experimentais (oral) durante os 14 dias de 
ensaio, representado por box plot dos intervalos interquartis (Q1-Q3) e mediana 

*Teste Kruskall-Wallis. p(<0,05).  
a Diferença estatisticamente significativa em relação ao controle salina (p<0,05). 
b Diferença estatisticamente significativa em relação ao controle veículo (p<0,05). 
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Os dados também foram expressos no gráfico de linhas (Figura 21), que 

representa a evolução ponderal dos grupos em função do tempo, onde se pode 

observar que entre o 13° e 14° dia ocorreu uma redução do peso em todos os 

grupos devido ao período de jejum de 12 horas. Não houve redução de massa 

acima de 10%, indicando que a exposição aos compostos não gerou efeito negativo 

no desenvolvimento corporal. 

 

Figura 21. Evolução da massa corporal dos ratos nos diferentes grupos experimentais durante o teste 
de toxicidade oral aguda 

Realizou-se a análise de ganho de massa total, entre o 1° e 14°dia, a fim de 

se obter as diferenças entre os grupos. Foi encontrada diferença significativa entre o 

grupo Controle Salina e o grupo de tratamento do 4p maior dose ratificando que o 

grupo controle salina foi o que se comportou de forma diferente, com menor ganho 

de massa, em relação aos animais expostos aos compostos 4p e 4bc.  

O menor ganho de peso encontrado no grupo salina pode estar relacionado a 

maior massa inicial encontrada para os animais desse grupo, na qual o crescimento 

corpóreo tende a estabilizar, ganhando massa de forma mais lenta.  

 

5.2.1.3. Avaliação do consumo de ração e água 

A análise de consumo hídrico e de alimentos em experimentação animal é 

avaliada como parâmetro de segurança das substâncias testadas, pois a redução de 
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peso em geral apresenta-se como efeito da redução desses consumos, portanto  

esse controle foi realizado para avaliar possível toxicidade dos compostos 4p e 4bc 

155 156. 

As relações de consumo estão intimamente ligadas à massa do animal, dessa 

forma para a avaliação estatística foi analisada a média do consumo diária, relativa 

ao somatório da massa diária dos animais.  Assumiu-se que os períodos de maiores 

ganhos de peso coincidem com aqueles de maior energia metabolizável ingerida. No 

presente estudo foi não foi realizada a mensuração do consumo individual dos 

animais e sim dos grupos, portanto os dados apresentados nos gráficos foram 

plotados com o somatória dos consumos dos três animais pertencentes ao grupo. 

Conforme os resultados descritos na Figura 22 não houve diferença 

significativa no consumo de ração entre os grupos experimentais.  

 

Figura 22. Relação de consumo de ração por peso corporal dos três animais pertencentes aos grupos 
experimentais (oral) durante os 14 dias de ensaio, representado por box plot dos intervalos 

interquartis (Q1-Q3) e mediana 

Os dados foram expressos em gráfico de linhas para representar a evolução 

do consumo de ração entre os grupos durante os 14 dias de estudo (Figura 23). Os 

animais ficaram em jejum de ração por 12 horas anteriores a eutanásia, portanto não 

foi contabilizado o consumo entre o dia 13 e 14. 
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Figura 23.  Evolução do consumo de ração por peso corporal dos diferentes grupos experimentais ao 
longo de 14 dias (oral) 

 

Conforme os resultados descritos na Figura 24 não houve diferença 

significativa no consumo de água entre os grupos experimentais.  

 

Figura 24. Consumo de água por peso corporal dos três animais pertencentes aos grupos 
experimentais (oral) durante os 14 dias de ensaio, representado por box plot dos intervalos 

interquartis (Q1-Q3) e mediana 
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Os dados foram expressos em gráfico de linhas para representar a evolução 

do consumo hídrico entre os grupos, no decorrer do tempo total de avaliação, Figura 

25. 

 

Figura 25. Evolução do consumo de água por peso corporal dos diferentes grupos experimentais ao 
longo de 14 dias (oral) 

A literatura relata o consumo médio de ração de ratos adultos entre 10 e 20 

gramas, consumo hídrico entre 20 e 45 mL por dia. Observando a média dos 

consumos dos animais/grupo todos estão dentro da faixa de normalidade 151 157 esse 

resultado indica que a exposição aguda oral dos compostos 4p e 4bc não foi capaz 

de gerar efeitos sobre a ingestão hídrica e alimentar.  

 

5.2.1.4. Avaliação anatomopatológica 

A avaliação da toxicidade macroscópica foi realizada por análise durante as 

necropsias dos animais no 14° dia após a administração dos compostos. O exame 

macroscópico incluiu a avaliação da toxicidade hematopoética (timo e baço), 

toxicidade de órgãos centrais (pulmões, coração, fígado, trato gastrointestinal, rins e 

cérebro) e outros órgãos analisados devido à ação sistêmica dos antitumorais 

(pâncreas, tireoide, ovário, útero, cérebro e músculo).  Embora essa análise não seja 

exigida pela ANVISA na avaliação aguda de toxicidade, este perfil preliminar auxilia 
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no conhecimento das doses toleradas, os órgãos alvos de toxicidade e o potencial 

de recuperação dos efeitos tóxicos 99.158  

No estudo anatomopatológico nenhuma alteração dos órgãos foi observada 

nos animais tratados com o 4p e 4bc nas doses 300mg/kg e 2000mg/kg, bem como 

nos animais do controle que receberam o salina e o xarope. Única exceção faz-se 

ao aumento do volume de alguns órgãos (fígado, timo e pulmão) após o 

procedimento de fixação por perfusão.  

Resultado semelhante foi encontrado no trabalho de Torres (2014) para os 

rins, fígado, pulmão, coração e adrenal 96.  

O fígado possui importância ímpar, devido à sua alta atividade enzimática, na 

maioria dos processos de biotransformação e consequentemente é o maior 

responsável pelos processos de degradação e bioativação de compostos. Por isso, 

é também um órgão muito suscetível às intoxicações. No caso dos antineoplásicos 

convencionais, o quadro de disfunção hepática frequentemente é reversível com a 

interrupção da quimioterapia 159, apesar de poder chegar a desenvolver lesões 

graves como a cistite hemorrágica que é um efeito tóxico das ciclofosfamidas 160. No 

presente estudo não foram reportadas lesões macroscópicas ou sinais de 

inflamação nesse órgão. 

Os rins são órgãos essenciais na manutenção da homeostase, pois são 

responsáveis pela filtração do sangue, secreção de substâncias e regulação do 

volume líquido corporal. Não foram encontradas lesões renais e esse resultado é 

positivo, considerando que vários antineoplásicos como metotrexato 161, docetaxele 

e ciplastina causam lesões renais em animais de experimentação e em humanos 162 

163.  

Os ensaios conduzidos nesse estudo são os primeiros in vivo para os 

derivados 4p e 4bc, portanto foi realizada uma análise exploratória dos diversos 

órgãos, não sendo direcionada apenas ao fígado e aos rins. Os resultados indicaram 

que de forma geral as diidropirimidinonas testadas não causaram alterações 

macroscópicas nos múltiplos órgãos, conforme Figura 26.  
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Figura 26. Fotografia dos órgãos dos diferentes grupos experimentais (oral).  

A=Cérebro 4p (2000mg/kg) ; B=Timo 4p (2000mg/kg); C= Coração 4bc (2000mg/kg) ; D=Pulmão 4bc 
(2000mg/kg); E= Fígado 4p (2000mg/kg); F= Rim 4bc (2000mg/kg); G= Baço 4p (2000mg/kg); H= 
Estômago 4p (2000mg/kg); I= Intestino Delgado 4p (300mg/kg); J= Músculo 4bc (300mg/kg); K= 
Útero e ovário; L=Tireóide 4bc (2000mg/kg)  
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5.2.1.5. Avaliação dos índices dos órgãos 

 

Foram avaliadas as massas relativas da tireóide, coração, timo, fígado 

pulmão (direito e esquerdo), rins (direito e esquerdo), estômago, útero e ovário e 

baço.  

 As massas dos órgãos, normalizadas pela massa corporal dos ratos estão 

expressos na Tabela 11 e não foi encontrada diferença significativa no índice de 

massa da tireóide, coração, rins, baço, útero e ovário.  

No momento da perfusão apesar de se tomar todos os cuidados referentes à 

pressão exercida na injeção dos fluídos (PBS e Formalina) a distribuição pelos 

órgãos não foi igual em todos os animais, assim o timo, fígado e pulmão 

aumentaram de volume após o processo de fixação por perfusão, dessa forma foi 

gerado um importante interferente nos resultados do índice desses órgãos, já que 

eles só foram pesados após a completa fixação. O uso de bomba para perfusão 

poderia ter diminuído esse interferente, e é uma sugestão para trabalhos futuros que 

visem realizar esse tipo de avaliação.  

O estudo dos órgãos linfoides é de fundamental importância na demonstração 

das alterações dos compartimentos imunológicos quando expostos a agentes 

estranhos ao organismo. O timo é a glândula responsável pela maturação de 

linfócitos T, importantes na resposta imunitária do organismo. Dessa forma sua 

avaliação anatomopatológica e histológica é interessante 164.  Em relação ao peso 

relativo apresentou diferença significativa entre o grupo 4p 300 mg/kg e os controles 

do veículo - xarope (CX) e salina (CS) e com o 4p 2000 mg/kg. A diferença foi 

decorrente de um aumento no tamanho desse órgão nos animais tratados com a 

menor dose do 4p. Credita-se à perfusão esse resultado, tendo em vista que o grupo 

tratado com a maior dose não apresentou nenhuma alteração nesse parâmetro.  

No fígado a diferença significativa foi atribuída apenas entre os grupos 4bc 

2000 mg/kg e o CX.O valor médio do grupo controle é maior que do tratado, portanto 

esse leve aumento reportado não está relacionado com a exposição ao composto e 

provavelmente está vinculado ao procedimento de perfusão.  

Foram encontradas diferenças significativas nas massas relativas dos 

pulmões, mas não houve o aumento em ambos os lados, nem mesmo observou-se 

o efeito nos grupos de maior dose, ratificando a hipótese que a fixação por perfusão 
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aumentou o volume do órgão em animais de diferentes grupos gerando algumas 

diferenças estatísticas, mas que não são clinicamente significantes.  

Para o estômago, a diferença significativa apresentada entre os grupos 

tratados e controle, foi somente encontrada entre o grupo 4p 300 mg/kg e o CS.   



75 

 

Tabela 11- Valores médios dos índices dos órgãos (± desvio padrão) em ratos fêmeas tratadas por via oral com 4p e 4bc na dose de 300 mg/kg e 200mg/kg 
e grupos controles 

*Teste Kruskall-Wallis. p(<0,05).  

a Diferença estatisticamente significativa em relação ao controle salina (p<0,05). 
b Diferença estatisticamente significativa em relação ao controle veículo (p<0,05). 
c Diferença estatisticamente significativa em relação ao 4p 2000 mg/kg (p<0,05). 
d Diferença estatisticamente significativa em relação ao 4bc 2000 mg/kg (p<0,05). 

  Controle    
Salina (CS) 

Controle 
Xarope (CX) 

4p                         
300 mg/kg 

4p                         
2000 mg/kg 

4bc                        
300 mg/kg 

4bc                         
2000 mg/kg 

Tireóide 0,07 ± 0,01 0,07 ± 0,01 0,07 ± 0,02 0,06 ± 0,01 0,06 ± 0,01 0,06 ± 0,01 

Coração 0,26 ± 0,05 0,2 ± 0,06 0,29 ± 0,04b 0,25 ± 0,04 0,28 ± 0,05b 0,22 ± 0,06 

Timo 0,37 ± 0,02 0,35 ± 0,06 0,43 ± 0,03 a,b,c 0,34 ± 0,03 0,42 ± 0,07 d 0,32 ± 0,05 

Fígado 0,66 ± 0,23 0,65 ± 0,17 0,67 ± 0,36 0,62 ± 0,19 0,38 ± 0,19 0,41 ± 0,07 b 

Pulmão direito 0,37 ± 0,12 0,41 ± 0,11 0,61 ± 0,12 a,b,c 0,33 ± 0,08 0,62 ± 0,24 a,b,d 0,23 ± 0,06  

Pulmão esquerdo 0,37 ± 0,04 0,33 ± 0,07 0,4 ± 0,03 0,36 ± 0,04 0,43 ± 0,02 a,b,d 0,35 ± 0,03 

Rim direito 3,50 ± 0,06 3,60 ± 0,09 3,80 ± 0,03d 3,40 ± 0,03 4,20 ± 0,02 3,40 ± 0,03 

Rim esquerdo 3,28 ± 0,7 3,66 ± 1,56 3,58 ± 0,26 3,85 ± 0,42 3,40 ± 0,25 3,45 ± 0,23 

Estômago 0,62 ± 0,07 0,65 ± 0,1 0,72 ± 0,06 a,c 0,57 ± 0,07 0,68 ± 0,03 0,63 ± 0,03 

Útero e ovário 0,41 ± 0,15 0,39 ± 0,07 0,33 ± 0,09 0,28 ± 0,05  0,41 ± 0,08 0,32 ± 0,11 

Baço 0,26 ± 0,03  0,21 ± 0,02  0,25 ± 0,02  0,24 ± 0,04 0,24 ± 0,04 0,24 ± 0,04 
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5.2.1.6. Avaliação histológica 

Os dados histopatológicos revelaram que os grupos tratados com os 

derivados DHPMs 4p e 4bc mantiveram a integridade tecidual do cérebro, timo, 

tireóide, coração, pulmão, fígado, rins, pâncreas, baço, intestino grosso e delgado, 

estômago, útero, ovário e músculo, como apresentado na Figura 27. Os resultados 

destes animais não revelaram lesões, sinais de inflamação ou necrose que podem 

ser associadas ao uso das diferentes doses dos compostos.  

Estes dados corroboram os resultados hematológicos e bioquímicos, que 

indicam que compostos quando exposto de forma aguda e pela via oral não geram 

importantes alterações clínicas fisiológicas.  

Os órgãos considerados vitais como cérebro, coração e pulmão se 

mantiveram sem alterações, e foram avaliados, pois é comum ao antitumoral 

doxorrubicina a cardiotoxicidade 165 166 167, já a avaliação do cérebro foi buscada 

porque a neuropatia periférica é a síndrome neurológica mais comum secundária à 

terapêutica com oxaliplatina, taxanos, alcalóides de vinca, e bortezomib, além das 

alterações centrais manifestadas por confusões mentais, ataxia cerebelar e 

convulsão 168 169.  

Alteração na função renal é comum efeito tóxico do uso de substâncias 

antitumorais, e a ausência de lesão após a exposição dos compostos 4p e 4bc é 

animadora, já que vários antineoplásicos como metotrexato 161, docetaxele e 

causam lesões nefrotóxicas em animais e em humanos 162 163. Sendo o exemplo 

mais grave o gerado pela cisplastina um agente quimioterapêutico amplamente 

utilizado é capaz de causar lesão renal aguda em 20-30% dos pacientes, em que 

através dos ensaios histológicos foi detectada necrose tubular aguda juntamente 

com azotemia 170; 171. Diante disso fica clara a importância da inclusão da avaliação 

histológica nos ensaios de toxicidade aguda no estudo de promissores antitumorais.  

A toxicidade hepática está associada à utilização de vários quimioterápicos 

em graus variados, desde elevações transitórias de enzimas hepáticas até cirrose e 

fibrose hepáticas, esses efeitos foram descritos principalmente em pacientes em uso 

do metotrexato ou a mercaptopurina 5; 172; 173. A preservação da arquitetura hepática 

após exposição dos compostos 4p e 4bc é um indicativo de baixa toxicidade 

hepática, mas que precisa ser comprovada em ensaios com doses repetidas.  
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A agressividade da terapia antitumoral incide particularmente sobre o 

aparelho gastrointestinal, uma vez que este tecido apresenta alta atividade mitótica, 

sendo o intestino, estômago e pâncreas alvos, porém para os derivados DHPM 

avaliados nesse estudo não foram encontrados efeitos tóxicos sobre esses órgãos 

174.  
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Figura 27 (Parte 1) - Fotomicrografia dos tecidos avaliados nos diferentes grupos experimentais (oral) 
A =Timo 4p(2000 mg/kg); B=Pulmão 4bc (2000 mg/kg); C= Fígado 4p (2000 mg/kg); D= Rim 4bc 
(2000 mg/kg); E= Baço 4p(2000 mg/kg); F= Estômago 4p(2000 mg/kg); G= Intestino Delgado 4p(300 
mg/kg); H= Músculo 4bc(300 mg/kgpc); I= Útero, J= Ovário; K =Tireóide 4bc(2000 mg/kg,pc); L= 
Pâncreas4p(300 mg/kg,pc); Barra = 20 µm. 
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Figura 27 (Parte 2) - Fotomicrografia dos tecidos avaliados nos diferentes grupos experimentais (oral) 
A =Timo 4p(2000 mg/kg); B=Pulmão 4bc (2000 mg/kg); C= Fígado 4p (2000 mg/kg); D= Rim 4bc 
(2000 mg/kg); E= Baço 4p(2000 mg/kg); F= Estômago 4p(2000 mg/kg); G= Intestino Delgado 4p(300 
mg/kg); H= Músculo 4bc(300 mg/kgpc); I= Útero, J= Ovário; K =Tireóide 4bc(2000 mg/kg,pc); L= 
Pâncreas4p(300 mg/kg,pc); Barra = 20 µm. 
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5.2.1.7. Avaliação dos parâmetros hematológicos 

O hemograma é um método destinado ao diagnóstico e a avaliação de 

prognóstico de doenças e indicar o estado de saúde dos animais 175. O exame de 

sangue é constituído pela série vermelha (eritrograma), série branca (leucograma) e 

contagem de plaquetas (plaquetograma) 176. 

A toxicidade ocasionada pelos quimioterápicos tradicionais está relacionada 

com a não especificidade desses compostos às células tumorais, fazendo com que 

as células de rápida divisão tornem-se também alvo. O tecido hematopoético pode 

ser afetado de forma precoce ou tardia, aguda ou crônica, reversível ou irreversível 

174, por isso a importância da avaliação dos parâmetros hematológico em ensaios 

pré-clínicos. 

Os animais testados do grupo de avaliação toxicológica dos compostos 4p e 

4bc nas doses de 300 mg/kg e 2000 mg/kg, administrado por via oral, tiveram seus 

resultados comparados com os animais dos grupos controles e também com as 

referências de normalidade da literatura 159 175 177 178 179.  

A Tabela 12 apresenta a avaliação comparativa entre os grupos tratados e 

controles.  

A avalição da série vermelha é feita pela contagem de hemácias, 

determinação do hematócrito, dosagem de hemoglobina, cálculo dos índices 

hematimétricos (VCM, HCM, CHCM e RDW%) e visualização microscópica dos 

eritrócitos 176. 

A contagem de células vermelhas apresentou-se mais variável nos grupos 

controle (CS e CX) e estatisticamente acima (CS) dos grupos tratados com o 

compostos 4p. Segundo a literatura é considerado normal para esse parâmetro a 

faixa de 7,21- 7,94.1012/L, desse modo os grupos tratados, mesmo aqueles que 

apresentaram diferença estatística em relação ao controle, estão com a contagem 

clinicamente normal, mas os animais dos grupos controles apresentam resultados 

acima dessa faixa 177 178 180 181. Aumento de eritrócitos (policitemia relativa) pode ser 

atribuído a perda de líquidos por desidratação severa ou diarreia, além de outras 

condições patológicas como alterações genéticas que levam à policitemia vera 

(primária). Considerando que trabalhamos com ratos de uma mesma linhagem, onde 

não há descrição de casos de policitemia primária, a hipótese da policitemia relativa 
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dependeria de uma menor ingestão de água ou de uma diarreia acentuada nos 

grupos controles. Nenhuma das duas condições foi observada, o que nos leva a 

deduzir que a variabilidade eritrocitária da linhagem é o principal responsável pelas 

diferenças 176.  

O parâmetro RDW % é o parâmetro que representa quanto as células 

vermelhas diferem em tamanho entre si, e auxilia na diferenciação dos tipos de 

anemia quando outros parâmetros estão alterados (Hemoglobina, VCM, HCM) e 

pode indicar a presença de eritrócitos imaturos, que são liberados durante estímulo 

medular, por exemplo, em resposta aos mediadores inflamatórios 182 183. A diferença 

considerada significativa para esse parâmetro foi encontrada entre os grupos 4p nas 

doses de 300 mg/kg e 2000 mg/kg comparado com o CS e entre 4p 2000 mg/kg e o 

CX. No entanto na análise do esfregaço sanguíneo não foi constatada diferença 

visual no tamanho das hemácias e de acordo com a literatura os dados encontrados 

para todos os grupos estão dentro da faixa de normalidade (10,6% a 13,16%), 

denotando que as diferenças estatísticas não são clinicamente relevantes neste 

caso 183. Além disso, não houve diferença significativa dos índices hematimétricos 

entre os grupos tratados e os controles. 

Na série branca foi observada uma forte redução na contagem global de 

leucócitos (referência 9,78-12,90 109/L) de todos os grupos do estudo caracterizando 

uma leucopenia inespecífica 175 177 184 185, essa redução não foi encontrada na 

avaliação da toxicidade aguda do derivado DHPM, LaSOM 65, e maiores estudos na 

leucopoese seriam necessários para entender esse fenômeno. Como não houve 

diferença entre os grupos controle e os grupos tratados, consideramos que não foi 

influência dos derivados avaliados 96. 

O equipamento utilizado para a análise do hemograma faz somente as 

contagens diferenciais de linfócitos, monócitos e granulócitos. Foi realizado também 

um esfregaço onde as células foram avaliadas em relação à sua morfologia (série 

vermelha e série branca) e sua contagem relativa (série branca).  Não houve 

diferença estatística na contagem relativa realizada manualmente, que apresentou 

também maior variabilidade. Considera-se na literatura, a contagem automatizada 

como sendo normalmente mais precisa 175. 

Em relação à contagem diferencial de leucócitos automatizada, houve 

alteração de todos os grupos em relação à contagem de monócitos. Os monócitos 
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se diferenciam em macrófagos nos tecidos, e têm função de fagocitose de restos 

celulares, bactérias, fungos e protozoários 176. A porcentagem de monócitos 

apresentou-se acima do padrão de referência de normalidade (1,40-3,30%) para 

todos os grupos experimentais, incluindo controles. É possível que todos os animais 

tenham sido expostos a microrganismos presentes no ambiente de biotério, levando 

a este resultado, que não guarda relação com a exposição aos compostos testados. 

177.  

 Em relação à contagem automatizada de linfócitos, seus valores relativos 

considerados normais estão entre 62,2 - 90%. De acordo com os resultados 

apresentados na Tabela 12 para todos os grupos experimentais esse parâmetro 

apresenta-se normal 177 181. Uma diferença estatisticamente significativa (em relação 

ao CS) no grupo 4bc 2000 mg/kg foi encontrada, mas não é clinicamente 

significativa. Os resultados dos compostos estudados neste trabalho diferenciam-se 

da linfopenia comumente causada pelos antitumorais da classe das colchicina 186, 

por exemplo. 

Sob o ponto de vista qualitativo foi realizada a avaliação do esfregaço 

sanguíneo com o objetivo de se observar alterações morfológicas e para 

confirmação da contagem de células registradas pelo método automático. Não foram 

encontradas alterações morfológicas nas lâminas avaliadas dos diferentes grupos 

experimentais.   

Os granulócitos, avaliados conjuntamente na contagem automatizada, são 

subdivididos em basófilos, eosinófilo e neutrófilos (segmentados e bastonetes).  

Na contagem automatizada, assim como na manual, não houve diferença 

estatística entre nenhum dos grupos avaliados, e os parâmetros de contagem de 

granulócitos encontram-se dentro dos limites de normalidade (faixa do valor absoluto 

0,16-0,62 x103 /µL e faixa do valor relativo 2,4-9,15%).  

Não foram encontrados basófilos em nenhuma das distensões sanguíneas 

analisadas. De acordo com Charlie e Lang (2006) é considerada normal para a 

espécie a contagem de basófilos ser zero, ou não detectável 177. São as células mais 

infrequentes dentre os leucócitos e as mais raras de serem encontradas em 

esfregaços 178. 

As plaquetas desempenham funções hemostáticas insubstituíveis envolvidas 

no mecanismo de coagulação sanguínea, sua redução pode estar atribuída à aplasia 
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medular, que é efeito tóxico comum dos quimioterápicos tradicionais 187  188  189. 

Todos os animais, de todos os grupos, apresentaram valores abaixo dos valores de 

referência para contagem de plaquetas (785-1021 x109/L). Como os animais não 

apresentaram outras disfunções como esplenomegalia (resultado apresentado mais 

a frente), que poderia gerar uma diminuição nas plaquetas 190 191, atribui-se que 

esses valores sejam normais para os animais estudados neste trabalho. 

O volume plaquetário médio é uma variável biológica que determina função e 

atividade das plaquetas 192. A faixa de normalidade para espécie avaliada está entre 

6,2 – 9,8 fL 177 181 175 e todos os animais encontram-se nessa faixa, porém houve 

diferença significativa entre o grupo do composto 4bc nas duas doses em relação ao 

grupo controle salina, na qual para o último os valores estão relativamente menores. 

No estudo apresentado por Priya e colaboradores (2010) foi demonstrado que o 

DHPM etil 4-(4-heptanoil-oxifenil)-6-metil-3,4-diidropirimidin-2-ona-5-carboxilato foi 

capaz de inibir eficazmente a agregação de plaquetas, o que poderia causar uma 

diminuição em seu volume médio e o efeito clínico seria a inibição da formação de 

trombos, esses candidatos apresentaram promissora atividade antiplaquetária in 

vitro e in vivo 193. 
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Tabela 12 - Valores médios dos parâmetros hematológicos (± desvio padrão) em ratos fêmeas tratadas por via oral com 4p e 4bc na dose de 300 mg/kg e 2000 
mg/kg e grupos controles 

 Controle  
Salina (CS) 

Controle 
Xarope (CX) 

4p                         
300 mg/kg 

4p                         
2000 mg/kg 

4bc                        
300 mg/kg 

4bc                         
2000 mg/kg 

Valores de 
Referência  177; 179 

Eritrócitos 
(x1012/L) 

10,07 ± 2,83 10,36 ± 2,46 7,83 ± 0,42a 7,5 ± 0,3a 7,91 ± 0,86 7,93 ± 1,33 7,89 - 8,90 

Hemoglobina 
(g/dL) 

14,73 ± 0,6 14,45 ± 0,55 14,55 ± 0,19 14,2 ± 0,89 14,9 ± 0,77 14,6 ± 0,43 14,70 - 16,60 

Hematócrito (%) 47,27 ± 3,11 45,57 ± 1,13 46,7 ± 0,77 44,87 ± 2,38 46,75 ± 1,57 44,02 ± 4,05 28,30 – 49,20  

VCM (fL) 56,33 ± 1,03 55,83 ± 1,17 57,67 ± 1,37 56,67 ± 1,63 56,17 ± 0,98 55,67 ± 1,21 51,70 – 58,40 

HCM (pg) 17,65 ± 0,92 17,7 ± 0,57 17,9 ± 0,53 17,92 ± 0,43 17,98 ± 0,59 17,82 ± 0,51 17,00 – 19,00 

CHCM (g/dL) 31,3 ± 1,29 31,73 ± 0,83 31,13 ± 0,63 31,63 ± 0,43 31,92 ± 0,87 31,92 ± 0,5 31 – 40  

RDW (%) 12,22 ± 0,27 11,93 ± 0,39 12,52 ± 0,35a 12,92 ± 0,35a,b 12,75 ± 1,1 12,27 ± 0,31 10,6 – 13,16 

Plaquetas 
(x109/L) 

681,17 ± 86,17 595,17±115,15 623,5 ± 30,57 574,83 ± 126,57 652,67 ± 61,34 568 ± 86,64 785-1021 

VPM (fL) 7,47 ± 0,23 6,98 ± 0,37a  7,07 ± 0,28 7,12 ± 0,42 6,87 ± 0,2a 6,88 ± 0,34a 5,5 – 8,05 

Leucócitos 
(109/L) 

2,27 ± 0,82 2,02 ± 0,48 3,1 ± 0,66 2,68 ± 1,29 1,95 ± 1,08 2,78 ± 1,1 9,78 – 12,90 

Linfócitos (%) 
(109/L) 

65,82 ± 7,57 
1,3 ± 0,55 

65,6 ± 5,09 
1,27 ± 0,33 

73,78 ± 5,63 
2,17 ± 0,57 

64,82 ± 9,17 
1,7 ± 0,94 

73,5 ± 7,83 
1,48 ± 0,75 

74,83 ± 1,03a 

2 ± 0,83 

62,2 – 90 
0,82 – 5,66 

 

Monócitos (%) 
(109/L) 

15,73 ± 3,19 
0,28 ± 0,12 

16,63 ± 3,85 
0,25 ± 0,05 

12,17 ± 1,93 
0,32 ± 0,12 

15,1 ± 2,96 
0,37 ± 0,19 

12,87 ± 2,97 
0,23 ± 0,15 

12,43 ± 1,58 
0,32 ± 0,17 

1,10 – 9,15 
0,16 – 0,62 

 

Granulócitos (%) 
(109/L) 

18,12 ± 6,93 
0,33 ± 0,14 

17,8 ± 3,14 
0,47 ± 0,12 

13,83 ± 4,52 
0,52 ± 0,12 

20,08 ± 7,92 
0,62 ± 0,28 

13,13 ± 5,51 
0,4 ± 0,25 

12,73 ± 2,3 
0,47 ± 0,12 

2,4 – 9,15 
0,16-0,62 

*Teste Kruskall-Wallis. p(<0,05).  

a Diferença estatisticamente significativa em relação ao controle salina (p<0,05). 
b Diferença estatisticamente significativa em relação ao controle xarope (p<0,05). 
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Tabela 13 - Valores médios da contagem de células (± desvio padrão) em ratos fêmeas tratadas por via oral com 4p e 4bc na dose de 300 mg/kg e 2000 mg/kg 
e grupos controles 

  Controle 

Salina (CS) 

Controle 

Xarope (CX) 

4p                         

300 mg/kg 

4p                         

2000 mg/kg 

4bc                        

300 mg/kg 

4bc                         

2000 mg/kg 

Valores de 

referência 177 179 

 
Monócito 

 
2,67 ± 1,63 

 
3,67 ± 2,42 

 
5 ± 1,26 

 
3,33 ± 0,82 

 
3,5 ± 1,38 

 
2,83 ± 0,98 

 
1,10 - 4,10 

 
Eosinófilo 

 
0,33 ± 0,52 

 
0,33 ± 0,52 

 
0,83 ± 1,60 

 
0,33 ± 0,52 

 
0,67 ± 0,52 

 
0,33 ± 0,52 

 
0,06 - 0,20 

 
Basófilo 

 
N.D. 

 
N.D. 

 
N.D. 

 
N.D. 

 
N.D. 

 
N.D. 

 
0,0 - 0,06 

Segmentados 22,67 ± 10,13 34,5 ± 11,11 16,33 ± 6,38 20,83 ± 11,03 
 

21,67 ± 9,47 
 

18,67 ± 6,25 6,2 - 26,7 

Linfócitos 74,33 ± 9,14 61,17 ± 10,42 78,33 ± 6,77 74,67 ± 11,34 73,5 ± 6,41 77 ± 8,6 62,2 – 90 
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5.2.1.8. Avaliação dos parâmetros bioquímicos 

A análise dos indicativos bioquímicos séricos permite uma avaliação sistêmica 

da interferência de xenobióticos nas funções fisiológicas de um organismo modelo 194.  

Foram avaliados os parâmetros bioquímicos após o término dos 14 dias de 

estudo após a exposição aos compostos 4p e 4bc e os controles e então analisados 

em comparação com os valores de referências descritos por Charlie et al., 2006, 

Charlie et al.,2008, Lang et al., 1993 e Lima et al,. 2014. 

Os parâmetros avaliados foram referentes à atividade hepática, renal, e 

marcadores de função metabólica (albumina, bilirrubina, cálcio, proteínas totais, 

fosfatase alcalina, alanina aminotransferase e aspartato aminotransferase, colesterol 

total, HDL, LDL e glicose). 

 A ureia plasmática é eliminada pelos rins, por filtração glomerular e sofre 

reabsorção tubular. A quantidade excretada é influenciada por estas funções, além de 

ser, de acordo com Harmeyer & Martens (1980), alterada principalmente pelas 

condições dietéticas 196.  

A concentração de albumina sérica é afetada pelo funcionamento hepático, 

pela quantidade de proteína presentes na dieta, por doenças renais, lesões 

glomerulares e tubulares. Os resultados obtidos indicam que os animais expostos aos 

compostos 4p e 4bc não apresentaram hipo ou hiperalbuminemia. 

A bilirrubina é produto de degradação da hemoglobina dos eritrócitos através 

do sistema reticuloendotelial. Em condições normais as hemácias velhas são 

destruídas em uma taxa constante, a hemoglobina é convertida a bilirrubina no fígado 

e ela é então transportada pela albumina e também secretada nos canalículos biliares 

para o intestino delgado. Em doenças hemolíticas a concentração sérica pode ser 

aumentada, bem como na perda da função hepatocelular 195. No presente estudo não 

foram encontrados valores que indicassem desordens como hemólise bem como no 

exame anatomopatológico e histológico não foram encontrados sinais de lesão, 

necrose ou inflamação no fígado, mas na avaliação estatística foi constatada 

diferença significativa entre os grupos tratados com o 4p e 4bc nas duas doses e o 

controle salina, na qual para os grupos tratados os níveis séricos estão aumentados, 
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mas não clinicamente relevante já que mesmo com o aumento estão dentro da faixa 

de normalidade para a espécie.  

Nesse contexto foi observado que os valores médios de ureia apresentados na 

Tabela 14 para todos os grupos os valores fora da faixa considerada como normal, 

apresentando valores elevados (13,2 – 27,1 mg/dL) 177 . Antes da eutanásia e coleta 

do sangue os animais foram submetidos a jejum prolongado, que estimula a 

proteólise endógena para utilizar os aminoácidos como fonte energética, o que pode 

ter causado aumento na concentração de ureia sérica 197. Para melhor investigação 

da função renal seria necessário à avaliação conjunta com o parâmetro creatinina que 

não é afetada pela dieta nem pelo catabolismo proteico, diferentemente da ureia 198. 

Mas como não houve diferença entre os controles e os grupos tratados, consideramos 

que as substâncias testadas não afetaram esse parâmetro bioquímico. 

Não houve diferença significativa nem clínica para todos os outros parâmetros 

avaliados. 
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Tabela 14 - Valores médios dos parâmetros bioquímicos (± desvio padrão) em ratos fêmeas tratadas por via oral com 4p e 4bc na dose de 300 mg/kg e 2000 
mg/kg e grupos controles 

Parâmetro 
Controle 

Salina 
Controle 
Xarope 

4p                         
300 mg/kg 

4p                         
2000 mg/kg 

4bc                        
300 mg/kg 

4bc                         
2000 mg/kg 

Valores de Referência 177 
179 

Albumina (g/dL) 
 

3,4 ± 0,22 3,65 ± 0,22 3,62 ± 0,16 3,77 ± 0,17 3,47 ± 0,15 3,5 ± 0,2 3,50 – 5,30 

ALT (U/L) 
 

33,52 ± 6,22 32,65 ± 5,49 32,02 ± 3,86 34,47 ± 6,54 31,17 ± 4,73 38,02 ± 3,81 25,00 – 45,00 

AST (U/L) 
 

145 ± 69,79 102,93 ± 41,12 107,77 ± 31,02 103,28 ± 57,13 91,95 ± 11,46 113,48 ± 25,05 72.00 – 116,00 

Cálcio (mg/dL) 
 

10,43 ± 0,39 11,03 ± 0,51 11,36 ± 0,89 11,57 ± 0,7 11,14 ± 0,58 10,94 ± 0,28 9,10 – 11,90 

Bilirrubina total (mg/dL) 
 

0,13 ± 0,01 0,21 ± 0,08 0,27 ± 0,04a 0,26 ± 0,09a 0,27 ± 0,11a 0,36 ± 0,07a,b 0,20 – 2,00 

Fosfatase alcalina (U/L) 
 

50,78 ± 28,29 58,97 ± 30,51 67,15 ± 7,29 78,27 ± 31,26 60,72 ± 12,35 54,28 ± 5,11 36,00 - 131,00 

Glicose (mg/dL) 
 

134,5 ± 74,3 103,83 ± 38,61 129,83 ± 20,79 118 ± 29,37 131 ± 18,99 141,67 ± 12,36 120,00 – 186,00 

Colesterol (mg/dL) 
 

63,17 ± 10,76 54,5 ± 4,23 61,97 ± 4,05 59,67 ± 18,24 67,83 ± 12,83 58,83 ± 7,94 23,00 – 97,00 

HDL (mg/dL) 
 

39,38 ± 5,02 35,94 ± 10 32,72 ± 12,23 33,23 ± 14,12 47,74 ± 6,66 37,23 ± 9,75 30,60 – 59,40 

LDL (mg/dL) 
 

10,72 ± 2,69 7,58 ± 1,09 9,11 ± 1,25 9,93 ± 2,77 9,6 ± 1,73 7,79 ± 2,36  

Triglicerídeos (mg/dL) 52,5 ± 22,77 
 

55,12 ± 32,02 
 

53,5 ± 18,68 122,83 ± 105,85 81,5 ± 47,37 70,67 ± 16,98 27.00 – 160,00 

Proteínas totais (g/dL) 6,39 ± 0,34 
 

7,23 ± 1,31 
 

6,46 ± 0,52 6,76 ± 0,26 6,24 ± 0,43 6,29 ± 0,35 6,40 – 7,50 

Ureia (mg/dL) 47,28 ± 5,23 
 

50,55 ± 4,54 
 

52,37 ± 6,79 53,7 ± 6,72 44,62 ± 6,16 42,4 ± 4,93 13,20 – 27,10 

*Teste Kruskall-Wallis. p(<0,05). 
aDiferença estatisticamente significativa em relação ao controle salina (p<0,05). 
bDiferença estatisticamente significativa em relação ao controle xarope (p<0,05). 
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5.2.2. Toxicidade intravenosa aguda – 4bc 

5.2.2.1. Avaliação da toxicidade sistêmica 

5.2.2.1.1. Mortalidade 

Segundo o guia Single Dose Acute Toxicity Testing for Pharmaceuticals (FDA, 

1996) os ensaios de toxicidade aguda devem ser conduzidos pelo menos em duas 

vias de administração, sendo uma a via preconizada para o uso em humanos que no 

caso do nosso trabalho foi a oral e a outra que garanta pleno acesso à circulação 

sistêmica sendo escolhida a via endovenosa 199.  

O Guia OECD 423 indica as doses a serem administradas na avaliação da 

toxicidade oral aguda, mas não para a via intravenosa, dessa forma foi necessária a 

adaptação do protocolo baseando-se no estudo de Torres (2014) as doses 

administradas foram 1,0 mg/kg, 2,5 mg/kg e 5,0 mg/kg, sendo cinco animais 

testados por dose. 

Após o tratamento agudo pela via intravenosa do composto 4bc não foi 

verificada a morte de nenhum dos animais pertencentes aos grupos experimentais 

durante os 14 dias do estudo.  

Torres e colaboradores observaram que na avaliação aguda intravenosa do 

Diidropirimidinona LaSOM 65 não foi reportada morte de nenhum dos animais 

expostos, resultado semelhante ao encontrado no estudo do composto 4bc. As 

doses utilizadas foram as mesma do presente trabalho 96.  

 

5.2.2.1.2. Sinais clínicos de toxicidade  

Foi observado apenas a piloereção como sinal clínico de toxicidade, que 

persistiu pelo período máximo de 30 minutos e de forma rara (Tabela 15), período 

que coincidiu com a retirada dos animais da área de manipulação para a área de 

alojamento no biotério. O sinal foi presente em no mínimo dois animais por grupo 

experimental, incluindo os controles, resultado também encontrado durante a 

avaliação aguda oral. 

No screening hipocrático realizado para o LaSOM 65 (DHPM) também houve 

relato de piloereção quando administrada a dose de 5mg/kg do composto que 

perdurou 3 horas, e também outros efeitos como diarreia, letargia e dispneia 96. 

 A literatura revela que a administração intravenosa pela veia caudal em ratos 

é um procedimento que pode gerar estresse no animal, principalmente por ser 
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necessária a contenção física do mesmo 151 200. Dessa forma é possível que o sinal 

tenha sido gerado pela manipulação, pois esta técnica dispensa o uso de sedativos 

e anestésicos 201. 

Tabela 15 - Número de animais que apresentaram os parâmetros de toxicidade e a intensidade  

Intensidade (0= ausente, 1= raro, 2= pouco, 3= moderado, 4= intenso) nos diferentes grupos do 

experimento de toxicidade aguda via intravenosa 

Toxicidade aguda intravenosa 

Sinal clínico  Tempo  Controle 
salina 

Controle 
veículo 

4bc  

1,0 mg/kg 

4bc 

2,5 mg/kg 

4bc 

 5,0 mg/kg 

 0 1 2 3 4 0 1 2 3 4 0 1 2 3 4 0 1 2 3 4 0 1 2 3 4 

 P
ilo

e
re

ç
ã
o
 

15min 3 1 1   1 2 2   1 2 1   2 2 1   2 2 1   

30min 5     4 1    5     5     4 1    

 

5.2.2.2. Avaliação ponderal  

A massa corporal dos animais foi mensurada diariamente durante os 14 dias 

de estudo. Não foi observada diminuição da massa corporal em nenhum dos grupos.  

É possível observar que os dados do grupo 4bc dose 5,0 mg/kg apresentam 

distribuição assimétrica e grande dispersão, conforme Figura 28. Os dados se 

correlacionam positivamente com os resultados de consumo de ração, na qual o box 

splot para esse grupo apresentou mesmas características, mas de forma geral 

verificou-se que não houve diferença significativa estatisticamente de acordo com o 

teste de Teste Kruskall-Wallis. p(<0,05) entre os grupos em relação ao ganho de 

massa corporal, apesar da distribuição dos valores entre os grupos ser bastante 

diversificada.  

Muitos efeitos adversos são comuns à maioria dos medicamentos 

empregados na quimioterapia tradicional contra o câncer, por afetar as células de 

rápida divisão encontrados no revestimento da boca e dos intestinos, dessa forma é 

comum a redução do peso dos pacientes por deficiência na absorção dos nutrientes. 

Tal efeito sobre o peso foi reportado por Heidelberg (1958) para pirimidinas em ratos 

e por Bertazzoli (1985) para 4'-epidoxorubicina em cães, ratos e camundongos, 

avaliados como promissores fármacos antitumorais 202 203.  Ademais, a perda de 
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peso é tipicamente associada à toxicidade como descrito por Talmadge e 

colaboradores (2007) 158.   

No trabalho desenvolvido por Torres (2014) foi realizada a avalição do ganho 

de massa corporal dos animais exposto ao LaSOM 65, sem verificar diferenças entre 

os grupos tratados e controles 96.  

A redução de massa corporal apresentada em todos os grupos na Figura 29 

entre os dias 13 e 14 é consequência do jejum de 12 horas que precedeu a 

eutanásia dos animais.  

 

Figura 28. Ganho de peso dos ratos nos diferentes grupos experimentais (intravenoso) durante os 14 
dias de ensaio, representado por box plot dos intervalos interquartis e mediana 

 

Figura 29. Evolução da massa corporal dos ratos nos diferentes grupos experimentais durante o 
ensaio de toxicidade intravenosa aguda 

 



92 
 

5.2.2.3. Avaliação do consumo de ração e água 

As análises de controle de consumo de água e ração foram realizadas 

visando detectar uma possível toxicidade do composto 4bc quando administrado de 

forma intravenosa, sendo os dados apresentados nos gráficos plotados com o 

somatório dos consumos dos cinco animais pertencentes ao grupo.  

O consumo de ração dos animais dos grupos experimentais ao longo do 

estudo foi similar ao dos grupos controles, conforme Figura 30. 

A incidência de diminuição de consumo energético em pacientes durante 

tratamento quimioterápico varia de 40 a 80%, interferindo na massa e na qualidade 

de vida destas pessoas 204. Diante disso o fato do tratamento agudo com o 4bc não 

ter gerado esse efeito é um bom indicativo para a adesão da terapia por parte dos 

usuários. No entanto é preciso submeter os animais a um ensaio de longo prazo 

para confirmar se os resultados positivos irão persistir.  

 

 

Figura 30. Consumo de ração por peso corporal dos cinco animais pertencentes aos grupos 
experimentais (intravenoso) durante os 14 dias de ensaio, representado por box plot dos intervalos 

interquartis e mediana 

 

A evolução do consumo de ração apresentada na Figura 31 indica um padrão 

de variação aleatorizado, mas permanecendo dentro dos limites de normalidade do 

que se espera do padrão de alimentação da espécie, a análise também foi realizada 

com o somatório do consumo dos cinco animais pertencentes aos grupos.  
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Figura 31. Evolução do consumo de ração dos diferentes grupos experimentais ao longo de 14 dias 
(intravenoso) 

 

A administração intravenosa do composto 4bc nas doses 1,0 mg/kg, 2,5 

mg/kg e 5,0 mg/kg não causou redução no consumo hídrico dos animais tratados em 

relação aos controles, e a ingestão apresentou dispersão significativa, conforme 

Figura 32. 

 

Figura 32. Consumo de água por peso corporal dos cinco animais pertencentes aos grupos 
experimentais (intravenoso) durante os 14 dias de ensaio, representado por box plot dos intervalos 

interquartis e mediana 
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Os resultados também foram expressos no gráfico de linhas na qual é 

possível observar que entre a evolução do consumo ao longo dos 14 dias de 

experimento, observando-se oscilações dentro do perfil de normalidade, conforme 

Figura 33. 

São escassos os estudos de toxicidade realizados in vivo para derivados 

DHPM e o trabalho desenvolvido por Torres (2014) não foi realizada a avaliação do 

consumo de ração e água.  

 

Figura 33. Evolução do consumo de água dos diferentes grupos experimentais ao longo de 14 dias 
(intravenoso) 

 

5.2.2.4. Avaliação anatomopatológica 

De forma semelhante ao estudo de toxicidade oral aguda não foi observada 

alteração macroscópica dos órgãos (cérebro, timo, tireoide, coração, pulmão, fígado, 

rins, baço, pâncreas, útero, ovário, estomago, intestino grosso e delgado) após 

administração intravenosa do 4bc nas doses 1,0 mg/kg, 2,5 mg/kg e 5,0 mg/kg, bem 

como nos animais do controle que receberam o salina e o veículo. Esses resultados 

indicam que a via de administração intravenosa não gerou mudança no perfil de 

toxicidade sobre os órgãos analisados, em comparação com a via oral.  

Resultado semelhante foi apresentado por Torres et al., na qual para o 

derivado diidropirimidinona LaSOM 65, estrutura química análoga ao 4bc, também 
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não foram reportadas lesões graves nos tecidos expostos a esse derivado pela via 

intravenosa 96.   

Vale ressaltar que para melhor investigação sobre os efeitos hepáticos, 

renais, pancreáticos, endócrinos, gastrointestinais e cerebrais da exposição 

intravenosa do composto 4bc se faz necessário a análise histológica dos tecidos, 

que não foi abarcada nesse estudo, e está em desenvolvimento junto ao laboratório 

de patologia da Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinária da Universidade de 

Brasília.  

 

5.2.2.5. Avaliação dos índices dos órgãos 

Foram avaliadas as massas relativas do cérebro, tireóide, coração, timo, 

fígado pulmão (direito e esquerdo), rins (direito e esquerdo), estômago, útero e 

ovário e baço. Os índices estão expressos na Tabela 16.  

Nesse estudo foi observada diferença significativa no peso relativo do fígado. 

A média do índice do grupo controle veículo apresentou-se maior que o 4bc 2,5 

mg/kg e o grupo 4bc 1mg/kg foi maior que o de dose 2,5 mg/kg e 5,0 mg/kg. Esse 

resultado não demonstra correlação entre a exposição ao 4bc, bem como com a 

dose administrada. A perfusão, assim como ocorreu nos grupos tratados com o 

composto por via oral, é a provável responsável por essa diferença. 

Após o procedimento da perfusão foi observado visualmente o aumento do 

tamanho do pulmão esquerdo em dois animais do grupo salina. Na análise 

estatística a diferença significativa foi entre o grupo CS e o 4bc 2,5 mg/kg e entre CS 

e o 5,0 mg/kg, o que ser explicado pela interferência do processo de fixação.  

No estudo de Torres (2014) com exceção do baço, nenhuma diferença 

biológica foi observada nos pesos dos órgãos em qualquer dos grupos de 

tratamento quando comparado aos grupos controle (solução salina e veículo).   

O aumento significativo no peso relativo do baço observado no estudo do 

LaSOM 65 foi encontrada para os grupos tratados e o controle veículo, mas não no 

grupo salino, e autor atribui o efeito aos constituintes do veículo 96, esse resultado 

era esperado também no nosso tendo em vista que o veículo utilizado para nossa 

avaliação foi o mesmo, no entanto esse aumento não foi reproduzido.  
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Tabela 16 – Valores médios dos índices dos órgãos (± desvio padrão) em ratos fêmeas tratadas por 

via intravenosa com 4bc na dose de 1,0 mg/kg, 2,50 mg/kg e 5,0 mg/kg e grupos controles 

 Controle 
Salina (CS) 

Controle 
Veículo (CV) 

4bc                 
1,0 mg/kg 

4bc                 
2,5 mg/kg 

4bc                 
5,0 mg/kg 

Cérebro 0,98 ± 0,08 0,96 ± 0,24 1,09 ± 0,04 1,05 ± 0,04 1 ± 0,1 

Tireóide 0,1 ± 0,01 0,12 ± 0,02 0,09 ± 0,02 0,12 ± 0,03 0,1 ± 0,03 

Coração 0,4 ± 0,05 0,43 ± 0,07 0,41 ± 0,05 0,44 ± 0,08 0,39 ± 0,06 

Timo 0,33 ± 0,07 0,28 ± 0,07 0,35 ± 0,05 0,42 ± 0,07 
0,34 ± 0,05 

 

Fígado 4,24 ± 0,42 4,15 ± 0,52 3,85 ± 0,56c,d 3,64 ± 0,18b 3,32 ± 0,47 

Pulmão 

Direito 
0,32 ± 0,14 0,36 ± 0,12 0,21 ± 0,03 0,32 ± 0,08 0,26 ± 0,08 

Pulmão 

esquerdo 
0,6 ± 0,13 0,56 ± 0,12 0,4 ± 0,06 0,48 ± 0,07a 0,42 ± 0,08a 

Rim 

direito 
0,41 ± 0,05 0,42 ± 0,06 0,41 ± 0,03 0,44 ± 0,05 0,35 ± 0,09 

Rim 

esquerdo 
0,42 ± 0,05 0,41 ± 0,05 0,4 ± 0,05 0,39 ± 0,03 0,38 ± 0,03 

Estômago 0,78 ± 0,07 0,79 ± 0,06 0,88 ± 0,25 0,8 ± 0,13 0,71 ± 0,13 

Útero e 

ovário 
0,35 ± 0,03 0,48 ± 0,12 0,46 ± 0,14 0,44 ± 0,07 0,39 ± 0,14 

Baço 0,3 ± 0,04 0,31 ± 0,05 0,3 ± 0,03 0,31 ± 0,03 0,26 ± 0,07 

*Teste Kruskall-Wallis, p(<0,05) 

aDiferença estatisticamente significativa em relação ao controle salina (p<0,05). 
bDiferença estatisticamente significativa em relação ao controle veículo (p<0,05). 
cDiferença estatisticamente significativa em relação ao 4bc 2,5 mg/kg (p<0,05). 
dDiferença estatisticamente significativa em relação ao 4bc 5,0 mg/kg (p<0,05). 
 
 

5.2.2.6. Avaliação dos parâmetros hematológicos 

 O hematócrito representa a porcentagem em volume de células vermelhas no 

sangue e de acordo com a literatura todos os grupos experimentais estão com esse 

índice normal, porém foram encontradas diferenças significativas entre grupos, 

inclusive entre o grupo controle salina e veículo.  Diante dos resultados não é 

conclusivo indicar efeito tóxico do 4bc sobre as células vermelhas, já que as 

diferença foram aleatórias e possivelmente surgiram em virtude da variabilidade 

interindividual dos animais testados 205; 206.  

O índice que indica a variação do volume das hemácias (RDW) revelou a 

presença de leve anisocitose (diferença estatística e fora dos parâmetros de 

normalidade) nos grupos tratados, em relação aos controles.  

  A interpretação clínica do RDW é realizada em conjunto com o VCM, na qual 

os níveis aumentados de RDW associado a nível normal de VCM são indicativos de 

deficiência de ferro, vitamina B12, hemorragias recentes ou síndromes 
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mielodisplásicas 197 176. Lowenthal e colaboradores 1997 indicam a quimioterapia 

tradicional como um fator predisponente para surgimento de síndromes 

mielodisplásicas e consequentemente de aumento do RDW 207.  

Os resultados referentes ao volume corpuscular médio dos grupos testados 

indicaram que as hemácias estão normocíticas (53,50 - 58,50 fL), porém foi 

encontrado diferença estatisticamente significativa entre os grupos tratados e os 

grupos controles, de tal forma que consideramos como clinicamente irrelevante 177.   

A concentração de hemoglobina corpuscular média (CHCM) é avaliada em 

associação ao VCM para auxiliar nos diagnósticos das anemias, os resultados 

encontrados para os animais tratados indicaram que a exposição não gerou 

alterações na normalidade deste parâmetro, apesar de encontrar-se com diferenças 

estatisticamente significativas.  

A contagem de plaquetas, assim como observado na administração oral, foi 

reduzida em todos os grupos e também não foi reportada esplenomegalia. Desta 

forma entende-se como parâmetro normal da linhagem.  

 O VPM reportou-se dentro da normalidade para todos os grupos, porém foi 

encontrado um aumento estatisticamente significante desse parâmetro, em relação 

ao CS e ao CX, para os animais expostos ao 4bc na dose de 5mg/kg. Resultado 

conflitante com o descrito por Priya e com o obtido na administração oral do 

composto 4bc, na qual o grupo tratado com a maior dose causou uma redução no 

volume plaquetário 193.   

 De forma semelhante ao resultado encontrado na contagem global de 

leucócitos no teste de toxicidade oral aguda, todos os grupos (controles e testes) 

apresentaram valores abaixo da referência de normalidade, mas sem diferenças 

estatísticas entre si.   

A porcentagem de monócitos apresentou-se acima do padrão de referência 

de normalidade (1,40-3,30%) para todos os grupos experimentais, ratificando a 

hipótese que os animais foram expostos a algum microrganismo ambiental. 177.   

Outra hipótese para esse aumento foi descrita por Powles-Glover e 

colaboradores que atribuíram o aumento dos níveis de monócitos e neutrófilos ao 

trauma físico gerado pela punção ou pela administração de compostos através da 

veia caudal, na qual em seu trabalho ele relatou que ratos machos apresentavam 

mais lesões por sua cauda ser mais escamosa e a porcentagem de monócitos para 

esse sexo consequentemente foi maior 208, dessa forma a punção também poderia 
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ter contribuído para o aumento dos níveis de monócitos, hipótese a se comprovar 

ainda, considerando que no presente trabalho obtivemos aumento de monócitos 

tanto na administração oral quanto pela via intravenosa. 

A contagem automatizada de granulócitos apresentou diferenças estatísticas 

entre grupos tratados e controles, mas dentro de parâmetros de normalidade. 197  183.  

De forma semelhante aos resultados obtidos na administração oral do 

composto 4bc a contagem de basófilos no esfregaço sanguíneo também foi não 

detectável na administração intravenosa, resultado esperado e bem descrito pela 

literatura 177 178 197.  

As contagens diferenciais relativas de leucócitos realizadas pelo esfregaço 

sanguíneo também não demonstraram diferenças ou parâmetros fora dos valores de 

referência, conforme Tabela 17. 

 

Tabela 17 - Valores médios da contagem de células (± desvio padrão) em ratos fêmeas tratadas por 

via intravenosa com 4bc na dose de 1,0 mg/kg, 2,50 mg/kg e 5,0 mg/kg e grupos controles 

Tipo celular 

(x1012/L) 

Controle 

Salina (CS) 

Controle 

Veículo (CV) 

4bc                 

1,0 mg/kg 

4bc                 

2,5 mg/kg 

4bc                 

5,0 mg/kg 

Valores de 

Referência 

Monócito 2 ± 1,41 5,2 ± 2,59 1,8 ± 0,84 2,8 ± 1,92 2,6 ± 1,52 1,10 - 4,10 

Basófilo 0 0  0 0  0  0,0 – 0,06 

Eosinófilo 0  0  0,2 ± 0,45 0,6 ± 0,89 0,2 ± 0,45 0,06 - 0,20 

Segmentados 12,2 ± 8,76 27,8 ± 14,22 12,8 ± 5,97 13,2 ± 4,66 14,2±5,54 6,2 - 26,7 

Linfócitos 85,8 ± 9,58 67 ± 13,62 85,2 ± 6,46 82 ± 3,74 82,4 ± 6,84 62,2 – 90 
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Tabela 18 - Valores médios dos parâmetros hematológicos (± desvio padrão) em ratos fêmeas tratadas por via intravenosa com 4bc na dose de 1,0 mg/kg, 
2,50 mg/kg e 5,0 mg/kg  

Parâmetro Controle Salina Controle Veículo  4bc 1,0 mg/kg 4bc 2,5 mg/kg 4bc 5,0 mg/kg Valores de Referência 
177 179 

Eritrócitos (1012/L) 7,86 ± 0,51 7,45 ± 0,52 7,21 ± 2,46 7,45 ± 0,52 6,28 ± 1,46 7,89 - 8,90 

Hemoglobina (g/dL) 15,08 ± 1,51 15,08 ± 1,04 14,86 ± 1,18 13,6 ± 1,2 13,02 ± 1,54 14,70 - 16,60 

Hematócrito (%) 45,5 ± 5,17 46,28 ± 2,76 a 48,3 ± 3,41 a 42,1 ± 3,03 c 38,62 ± 4,94 b,c 28,30 – 49,20  

VCM (fL) 52,6 ± 1,52 51,4 ± 1,14 56,4 ± 1,52 a,b 55,6 ± 1,52 a,b 52,8 ± 1,92 ª,b 51,70 – 58,40 

HCM (pg) 17,58 ± 0,49 16,7 ± 0,4 17,24 ± 0,54 17,98 ± 0,64 17,88 ± 0,3 17,00 – 19,00 

CHCM (g/dL) 33,28 ± 0,79 32,58 ± 0,73a 30,78 ± 0,57a,b 32,26 ± 0,71a 33,74 ± 0,79a 31 – 40  

RDW% 13,10 ± 0,62 12,8 ± 0,29 15 ± 0,6 a,b 14,92 ± 0,29 a,b 13,86 ± 0,92 a,b,c,d 10,6 – 13,16 

Plaquetas (109/L) 377,2 ± 301,16 491 ± 60,23 477,8 ± 197,94 504 ± 116,28 426,4 ± 248,98 781-1021 

VPM (fL) 7,48 ± 0,55 6,84 ± 0,46 7,96 ± 0,82 7,82 ± 0,55 8,26 ± 0,54 a,b,c 5,5 – 8,05 

Leucócitos (109/L) 2,76 ± 1 3,6 ± 1,08 4,2 ± 2,67 2,02 ± 1,08 2,18 ± 1,68 9,78 – 12,90 

Linfócitos (%) 

(109/L) 

83,9 ± 4,34 

2,26 ± 0,89 

63,08 ± 14,14 

2,18 ± 0,77 

80,66 ± 3,36 

3,34 ± 2,24 

81,76 ± 3,24 

1,58 ± 0,81 

80,26 ± 9,51 

1,64 ± 0,91 

62,2 – 90 

0,82 – 5,66 

 

Monócitos (%) 

(109/L) 

10 ± 1,8 

0,24 ± 0,11 

13,74 ± 4,52 

0,44 ± 0,27 

9,84 ± 1,9 

0,38 ± 0,23 

9,3 ± 3,75 

0,18 ± 0,13 

10,7 ± 3,8 

0,2 ± 0,28 

1,10 – 9,15 

0,16 – 0,62 

 

Granulócitos (%) 

(109/L) 

6,1 ± 2,95 

0,24 ± 0,11 

23,18 ± 10,92 

0,98 ± 0,53 

9,4 ± 1,82 

0,48 ± 0,24 

7,54 ± 2,69 

0,26 ± 0,15 b 

8,44 ± 6,59 

0,4 ± 0,45 b,c,d 

2,4 – 9,15 

0,16-0,62 

*Teste Kruskall-Wallis, p(<0,05). VCM (volume corpuscular médio); HCM (hemoglobina corpuscular média); CHCM (concentração de hemoglobina corpuscular média); VPM 
(volume plaquetário médio). a Diferença estatisticamente significativa em relação ao controle salina (p<0,05).b Diferença estatisticamente significativa em relação ao controle 
veículo (p<0,05). c Diferença estatisticamente significativa em relação ao 4bc 1,0 mg/kg (p<0,05).d Diferença estatisticamente significativa em relação ao 4bc 2,5 mg/kg 
(p<0,05). 
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5.2.2.7. Avaliação dos parâmetros bioquímicos 

O exame bioquímico realizado da amostra de plasma obtido após o 

tratamento agudo intravenoso do composto 4bc em três diferentes doses é uma 

ferramenta importante para avaliar o funcionamento hepático, renal e metabólico dos 

animais submetidos a essa exposição e assim indica possíveis efeitos tóxicos.  

As aminotransferases AST (aspartato aminotransferase) e ALT (alanina 

aminotransferase) são enzimas associada às células parenquimais do fígado que 

catalisam a transferência reversível dos grupos amino dos aminoácidos para o α-

cetoglutarato, formando cetoácido e ácido glutâmico, atuando assim na síntese e 

degradação dos aminoácidos 209. 

De acordo com Kaneko et al (2008) lesões, destruição, necrose das células 

hepáticas ou alterações na permeabilidade da membrana celular alteram os níveis 

séricos destas enzimas 198. 

Para a interpretação clínica de doenças hepáticas a relação entre as enzimas 

é importante, pois o AST encontra-se internamente nas mitocôndrias e a ALT no 

citoplasma, em casos de lesão leve prevalece ALT, já nas graves a enzima 

mitocondrial predomina 209 210.  

Na avaliação da toxicidade aguda do composto 4bc quando administrado pela 

via intravenosa foi verificado que para todos os grupos houve uma elevação dos 

níveis séricos da AST, fazendo com que os níveis encontrados estivessem fora da 

faixa de normalidade (72-116 U/L), mas não foram detectadas diferenças 

significativas entre os grupos. Resultado semelhante foi relatado por Torres na 

avaliação aguda do composto LaSOM 65, na qual ratos machos foram exposto de 

forma aguda e também pela via intravenosa nas mesmas doses do nosso estudo e 

os resultados para AST apresentaram elevação em todos os grupos 96.  

Em continuidade com a investigação sobre possíveis efeitos hepatotóxicos foi 

avaliada a ALT que no grupo controle salina apresentou-se em maiores níveis que 

os animais tratados, resultado não esperado. No entanto de acordo com a literatura 

essa adversidade pode estar associada ao fato da ALT declinar mais rapidamente 

por ter sido primeiramente lançadas na corrente sanguínea, permanecendo, 

portanto, os valores de AST por mais tempo elevados  211.  

Outra enzima utilizada no acompanhamento de distúrbios hepáticos é a 

fosfatase alcalina, apesar de não ser exclusivamente encontrada nesse órgão, ela 

reflete danos nas células dos ductos biliares. Os resultados estão dentro da 
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normalidade (65-117 U/L), exceto para o grupo controle salina que está um pouco 

acima, gerando diferenças estatísticas em comparação com os grupos tratados, mas 

que não demonstram relevância clínica, já que os grupos tratados encontram-se 

dentro dos parâmetros de normalidade 177 209. 

Na avaliação da função renal os resultados dos valores séricos de ureia 

mostraram-se semelhante entre a exposição oral e exposição intravenosa, no qual 

os dados estão acima da faixa de normalidade (13,2 – 27,1 mg/dL) para todos os 

grupos experimentais 177. Diante desse resultado não se pode atribui o aumento ao 

tratamento, visto que ele também estava presente nos grupos controles. 

O parâmetro triglicerídeos apresentou-se dentro da faixa de normalidade (27 

– 160mg/dL) para todos os grupos. Foram reportadas diferenças significativas entre 

os grupos 4bc dose 2,5 com o controle salina e o veículo, assim como 4bc dose 5,0 

mg/kg com os controles, isso porque os valores nos tratados apresentam-se 

menores. 

Blackbum e colaboradores estudaram uma série de 4-aril-3,4-diidropirimidin-

2(1H)-onas que foram identificadas como inibidoras de uma proteína (FATP4), que 

pertence à família de proteínas de transporte de ácido graxo, essa proteína medeia 

o transporte de ácidos graxos do intestino para enterócitos tanto in vitro como in 

vivo, e o seu bloqueio gera o acúmulo de ácidos graxos livres em vez de 

triglicerídeos 63. É possível que assim como os derivados aril descritos por Blackbum 

o composto 4bc cause algum bloqueio em FATP4, sendo uma justificativa plausível 

para a redução sérica de triglicérideos encontrada após administração intravenosa 

do composto 4bc. 

A administração intravenosa do composto 4bc abaixou de forma clinicamente 

e estatisticamente significativa a taxa de glicose mostrou-se diferente apenas nos 

grupos controles. De acordo com Charles et al,. (2006) valores entre 113 e 186 

mg/dL são considerados normais para o modelo animal utilizado nesse estudo, no 

entanto os animais tratados com 4bc nas três doses pela administração intravenosa 

apresentam valores abaixo dos esperados em relação aos dados observados na 

literatura.  Em 2014 Dhumaskar e colaboradores descreveram a atividade 

antidiabética de derivados DHPMs, na qual a inibição da α-amilase foi testada in 

vitro e o derivado 3,4-diidropirimidin-2-(1H)-thione (1k) apresentou atividade a 

300ug/Kg 64.  Os DHPMs são conhecidos pelo seu amplo espectro de atividade 
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biológica, e os resultados podem indicar que 4bc apresenta alguma ação sobre a 

enzima  α-amilase, além da Eg5 9.  

Os outros parâmetros avaliados não foram clinicamente relevantes, mesmo 

que apresentando diferenças estatísticas entre os grupos.  
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Tabela 19- Valores médios dos parâmetros bioquímicos (± desvio padrão) em ratos fêmeas tratadas por via intravenosa com 4bc na dose de 1,0 mg/kg, 2,50 
mg/kg e 5,0 mg/kg e grupos controles 

 
Controle salina 

Controle 

suspensão 
4bc 1,0 mg/kg 4bc 2,5 mg/kg 4bc 5,0 mg/kg 

Valores de Referência 

177 179 

Albumina (g/dL) 3,78±0,21 3,85±0,12 3,45±0,39 3,61±0,22 3,63±0,1 3,50 – 5,30 

ALT  (U/L)  46,06±8,22 43,98±4,82 40,78±27,86 d, e 33,84±9,52 24,68±7,15 25,00 – 45,00 

AST (U/L) 168,16±57,85 164,04±52,72 160,7±62,83 195,48±84,57 145,66±34,65 72.00 – 116,00 

Cálcio (mg/dL) 11,84±0,46 11,47±1,07 10,81±0,46 10,72±0,39 a,b,c 11,18±0,3 9,10 – 11,90 

Colesterol (mg/dL) 73,8±16,35 64±7,42 64±10,72 65,8±8,47 67,4±11,06 23,00 – 97,00 

Bilirrubina total (mg/dL) 0,39±0,05 0,4±0,06 0,31±0,1 0,30±0,05 0,36±0,03 0,20 – 2,00 

Fosfatase alcalina (U/L) 141,56±17,25 92,5±30,71 78,84±19,89 69,24±21,42 a,b,c,e 89,06±22,83 36,00 – 131,00 

Glicose (mg/dL) 117±15,1 150±21,02 57,6±53,54 50,4±12,46 78,2±8,53 120,00 – 186,00 

HDL (mg/dL) 42,14±16,75 35,22±12,11 37,81±7,93 36,25±11,5 36,82±11,25 30,60 – 59,40 

LDL (mg/dL) 9,89±5,25 6,94±1,32 9,06±4,18 11,32±7,05 8,69±3,97 - 

Triglicerídeos (mg/dL)  109,4±31,89 127,4±41,33 58,6±30,76 70,8±15,16 a,b 58,8±29,26 a.b,c 27.00 – 160,00 

Proteínas totais (g/dL) 6,4±0,61 6,57±0,34 6,25±0,54 6,13±0,39 6,1±0,37 6,40 – 7,50 

Ureia (mg/dL)  48,2±4,17 46,44±5,61a 56,9±4,22 a 46,84±4,67 a 41,84±4,82 a 13,20 – 27,10 

*Teste Kruskall-Wallis, p(<0,05) aDiferença estatisticamente significativa em relação ao controle salina (p<0,05).bDiferença estatisticamente significativa em relação ao 
controle veículo (p<0,05).cDiferença estatisticamente significativa em relação ao 4bc 1,0 mg/kg (p<0,05). ).d Diferença estatisticamente significativa em relação ao 4bc 2,5 

mg/kg (p<0,05). eDiferença estatisticamente significativa em relação ao 4bc 5,0 mg/kg (p<0,05). 
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5.3. AVALIAÇÃO DA BIODISPONIBILIDADE  

5.3.1. Análise por cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) 

Foram realizadas três curvas independentes, em solvente, com as respectivas 

concentrações escolhidas para cada composto e a partir das médias das áreas dos 

picos das três curvas de cada composto, foi determinada a equação da reta 

utilizando o software Microsoft Excel® 2010.  

Dessa forma a linearidade na faixa de trabalho para o 4p (4 µg/mL – 

500µg/mL) e para o 4bc (0,25 – 100ug/mL) refletiu coeficientes de correlação dentro 

do exigido pela RE 899/2003, acima de 0,99, indicando proporcionalidade entre as 

áreas dos picos e as concentrações dos compostos. 

A curva analítica do composto 4p e seu cromatograma estão registrados na 

Figura 34 e 35 respectivamente, já a curva e o cromatograma do 4bc estão 

consignados na Figura 36 e 37 respectivamente.  

 

 

Figura 34. Curva analítica do 4p realizada em solvente.   
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Figura 35. Perfil Cromatográfico do 4p (20ug/mL) a 312 nm 

 

 

Figura 36. Curva analítica do 4bc realizada em solvente.   
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Figura 37. Perfil Cromatográfico do 4bc (4ug/mL) a 312 nm 

O mesmo procedimento foi realizado para a obtenção da curva extraída do 

plasma, após adição dos padrões, as concentrações avaliadas foram: 1,0 µg/mL, 2,0 

µg/mL, 4,0 µg/mL, 8,0 µg/mL, 20,0 µg/mL.  

Para o 4p o método não foi capaz de extrair o composto (Figura 38), sendo 

necessários mais estudos para a avaliação da biodisponibilidade desse derivado.  

 

Figura 38. Perfil Cromatográfico do 4p após método de extração a 312 nm, realizado por técnica de 
Cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) 
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Para o composto 4bc o método de extração foi eficaz e conseguimos 

identificá-lo (Figura 39).  

 

Figura 39. Perfil Cromatográfico do 4bc após método de extração a 312 nm, realizado por técnica de 
Cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) 

A taxa de recuperação do composto 4bc pelo método de extração foi entre 

66,7% e 92,9%, dependendo da concentração, ratificando que o método pode ser 

utilizado na continuidade dos estudos farmacocinéticos para dosagem do composto 

no plasma. 

A justificativa para a diferença de eficácia no método de preparo de amostra 

encontrado entre os compostos 4p e 4bc pode ser devido às diferenças em sua 

estrutura química, ou mesmo do polimorfismo cristalino, que conferem ao 4bc uma 

maior estabilidade. É possível que o composto 4p tenha sido de alguma forma 

hidrolisado no plasma ou no próprio método de extração, na qual foi utilizado o ácido 

tricloroacético.  

A hipótese mais plausível devido a abrangência do método de extração é que 

o composto tenha sido degradado. A técnica utilizada por Torres (2014) para 

extração do DHPM LaSOM 65 não utilizou ácidos, apenas acetonitrila como solvente 

extrator95. Tal método não se mostrou eficaz com os compostos testados neste 

estudo, o que nos levou a desenvolver o método apresentado. 

Com a curva analítica extraída padronizada, a determinação do composto 4bc 

no plasma dos animais expostos por via oral (50mg/kg) e intravenosa (2,5mg/kg) 
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após a administração nos tempo de 15 min, 30 min, 45min, 1h30min, 3h e 4h30min. 

No entanto, em nenhum dos tempos, para nenhuma das vias, foi possível sua 

detecção, conforme cromatograma apresentado na Figura 40. 

Para a administração oral o resultado encontrado poderia ser explicado por 

uma baixa biodisponibilidade do composto, fazendo com que as concentrações na 

corrente sanguínea estivessem abaixo do limite de quantificação estabelecido. 

Porém para a administração intravenosa é esperado a biodisponibilidade de 100% e 

a concentração no sangue é máxima após o final da perfusão, já que o composto é 

administrado diretamente na corrente sanguínea, e assim era esperada sua 

detecção 3 135.  

Nos exames hematológicos e bioquímicos não foram detectadas alterações 

clinicas na contagem das células da série branca, porém a coleta do sangue foi 

realizada 14 dias após a administração sendo possível que alterações tenham 

acontecido logo após a administração da substância e após os 14 dia os valores 

tenham se normalizado 130 107.  

Uma possibilidade para a não detecção dos compostos poderia ser sua 

ligação covalente a algum componente celular (série branca ou vermelha) ou às 

proteínas séricas impedindo sua partição no plasma. Outra possibilidade seria a 

formação de agregados impedindo também a partição no plasma. 

 

Figura 40. Perfil Cromatográfico do composto 4bc extraído após 1h 30 da administração intravenosa 
a 312 nm, realizado por técnica de Cromatografia líquida de alta eficiência 
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5.3.2. Fluorescência 

A bioluminescência avaliada pelo equipamento IVIS Lumina XR em primeiro 

momento foi usada no monitoramento dos modelos animais com indução de 

tumores, na qual as células cancerígenas são expressas juntamente com luciferina e 

são capazes de emitir luz em comprimentos de onda específicos captados pelo 

equipamento, sendo assim com o tratamento era possível a verificação da redução 

das células tumorais em virtude dos tratamentos propostos 212 213 214.  

No estudo realizado por Moura (2017) foi utilizada a técnica para avaliar a 

biodisponibilidade endovenosa de nanoformulações de ftalocianina de cloro 

alumínio, composto utilizado no tratamento de câncer 131.  

Não foram realizados testes fotofísicos do composto 4bc fluorescente para 

determinação dos comprimentos de onda de excitação e emissão, pois são técnicas 

destrutivas e o material sintetizado era limitado, mas através do software Living 

Image foi possível avaliar os comprimentos de onda de excitação e emissão do 

derivado DHPM, sendo respectivamente 420nm e 670nm.  

Após o intervalo da administração respectivo da via observou-se que mesmo 

com a retirada prévia dos pelos todo o animal estava emitindo autofluorescência, 

não sendo possível a visualização do composto, conforme Figura 41. 

Uma avaliação empírica foi realizada para confirmar se o composto emitia 

fluorescência em contato com os tecidos e se de fato a emissão seria a mesma 

gerada por eles, sendo assim foi adicionado uma porção da formulação oral sob a 

região depilada do animal e dessa forma foi possível observar que o pelo era um 

importante interferente em nossas análises, conforme Figura 42. O mesmo resultado 

foi obtido com a formulação intravenosa incorporada ao 4bc fluorescente.  

Foi realizada a retirada de todo o pelo do animal, no entanto ainda assim não 

foi possível a visualização do composto, pois a presença do sangue também 

impedia a visualização. Esses resultados são característicos da autofluorescência 

que é a fluorescência de um tecido devido aos seus fluoróforos endógenos 215 .  
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Figura 41. Análise da biodistribuição in vivo pelo equipamento IVIS Lumina XR. (A) Controle Xarope, 
(B) Composto 4bc administrado pela via oral, (C) Controle suspensão e (D) Composto 4bc 
administrado pela via intravenosa 

As análises dos testes de distribuição in vivo não permitiram a observação da 

circulação endovenosa do composto 4bc através das imagens geradas pelo 

imageamento em tempo real no IVIS 73 Lumina XR, pois o grupamento fluorescente 

adicionado ao composto 4bc tem emissão em comprimento de onda similar ao 

emitido pelo sangue 216. De acordo com a literatura o comprimento de onda de 

excitação pela pele e sangue são 260 e 400nm respectivamente e de emissão 610 e 

675, ratificando que as emissões estão próximas do comprimento de onda emitido 

pelo composto 4bc fluorescente 217 216 218.  
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Figura 42. Avaliação empírica da emissão de fluorescência pelo composto 4bc. 

 Assim, a partir dos dados obtidos in vivo se fez necessária a análise ex vivo 

com objetivo de se observar a presença do composto 4bc nos rins, fígado, coração e 

cérebro. No entanto não houve diferença entre animais controle e tratados, tanto 

para a administração oral (Figura 43) como para a intravenosa (Figura 44). 

 

Figura 43. Análise ex vivo dos animas expostos ao 4bc fluorescente pela via oral (dose 50mg/kg) em 
comparação com o controle xarope. A- rins, fígado e coração. B- cérebro 

Composto 4bc 

incorporado em 

xarope 
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Figura 44. Análise ex vivo dos animas expostos ao 4bc fluorescente pela via intravenosa (dose 2,5 
mg/kg) em comparação com o controle suspensão. A- rins, fígado e coração. B- cérebro 

A última etapa do experimento consistiu-se na análise das extensões 

sanguíneas preparadas com o sangue coletado por punção cardíaca dos animais do 

grupo controle (xarope e suspensão) bem como os tratados (oral e intravenoso), a 

fim de tentar observar a presença do composto 4bc no interior de alguma célula 

sanguínea por fluorescência. E não foram constatadas diferenças entre os grupos 

controle com os grupos tratados pela via oral e intravenosa, conforme Figuras 45 e 

46 respectivamente.  

Diante dos resultados é possível que a biodisponibilidade do composto 4bc 

seja bem baixa, diferentemente do relato para outro DHPM por Torres (2014), 

mesmo o LaSOM 65 sendo considerado também com insolúvel ou praticamente 

insolúvel 96. A baixa solubilidade do composto pode estar diretamente relacionada a 

esses resultados, sendo possível que os grânulos do composto 4bc em suspensão 

nas formulações tenham sido fagocitados e assim foram entendidos pelo sistema 

imunitário como corpos estanhos, porém essa hipótese não foi confirmada 

qualitativamente pelas extensões sanguíneas, potencialmente pelo fato de a técnica 

utilizada não ser a mais propícia para a detecção do composto fluorescente, que 

infelizmente apresentou espectros de excitação e emissão em comprimentos de 

onda semelhantes aos da autofluorescência dos animais 159.  
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Figura 45. Esfregaço sanguíneo avaliado por microscopia de fluorescência. A - Controle Xarope e B – composto 4bc fluorescente (50mg/kg) administração 
oral 

     

Figura 46. Esfregaço sanguíneo avaliado por microscopia de fluorescência. A – Controle Suspensão e B – composto 4bc fluorescente (2,5 mg/kg) 
administração intravenosa
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6. CONCLUSÃO 

Os resultados do estudo de toxicidade aguda demonstraram que a 

administração oral dos compostos 4p e 4bc em ratas Wistar não causou mortalidade 

e/ou morbidade até a dose testada de 2000 mg/kg pc no período de 14 dias. Dessa 

forma, os compostos foram classificados como “categoria 5”, o que indica que a DL50 é 

maior que 2000 mg/kg.  Os resultados de toxicidade aguda intravenosa do composto 

4bc quando administrado nas doses 1,0 mg/kg, 2,5 mg/kg e 5,0 mg/kg também não 

causaram mortalidade e/ou morbidade.  

Os sinais clínicos apresentados pelos animais logo após as administrações não 

foram consequência de intoxicação, pois também foram apresentados pelos grupos 

controle.  

Não foi encontrada qualquer alteração histológica e anatomopatológica 

significativa no cérebro, timo, tireoide, coração, pulmão, fígado, rins, baço, pâncreas, 

útero, ovário, estomago, intestino grosso e delgado, sugerindo uma segurança relativa 

quando utilizado de forma aguda e oral para o 4p e 4bc e intravenosa para o 4bc.  

As diferenças encontradas no índice do peso dos órgãos entre os grupos 

tratados e controle foram em detrimento da interferência do processo de perfusão.  

Não foram apresentadas diferenças no ganho de peso, consumo de ração e 

água entre os grupos tratados e controles.   

A partir dos ensaios realizados no presente estudo não foi possível definir o 

perfil de biodisponibilidade dos compostos 4p e 4bc através do CLAE e do 4bc pela 

fluorescência.  

Notável foi a redução dos níveis de glicose nos animais tratados, que fornecem 

base para mais pesquisas com estes compostos para estes parâmetros. 

Na administração oral aguda os índices que ficaram fora da faixa de normalidade 

também foram reportados para os grupos controle, sendo improvável que os efeitos 

adversos sejam induzidos pelos compostos.  

A continuação do presente trabalho se faz necessária, primariamente para se 

compreender completamente a farmacocinética dos derivados estudados, e entender 

como estes fármacos se distribuem após a administração. Assim, o estudo da 

farmacocinética é indispensável para avaliar quantitativamente a cronologia dos 
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processos absorção, distribuição, biotransformação e eliminação dos derivados, e 

fornecer informações úteis na compreensão mecanística desses pretensos fármacos. 

Até o presente momento, existem poucos estudos que avaliam a atividade ou 

toxicidade in vivo dos derivados diidropirimidinonas e este é o primeiro estudo que 

avalia esses parâmetros para os protótipos 4p e 4bc.  
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