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RESUMO 

Objetivo: AC04 é um derivado acridínico com elevada atividade contra 

tumores sólidos em camundongos. O objetivo deste trabalho foi investigar a 

farmacocinética no plasma e a distribuição tecidual em ratos Wistar após 

administração i.v. bolus bem como o metabolismo in vitro e in vivo do AC04. 

Metodologia: AC04 foi submetido à oxidação in vitro com catalisador de 

Jacobsen, modelo que biomimetiza o CYP450. O produto obtido na reação foi 

caracterizado por 1H RMN e analisado por CLAE-EM/EM.  O AC04 também foi 

incubado em meio microssomal de ratos para confirmar a formação do produto 

observado in vitro com catalisador. Para a avaliação farmacocinética, uma dose 

única de 1,5 mg/kg foi administrada a ratos Wistar por i.v. bolus (n = 7) e 

amostras de sangue foram coletadas da veia lateral da cauda até 120 h após 

administração. AC04 e o 1-oxo-AC04 foram separados do plasma por 

desproteinização com acetonitrila e analisados por método de CLAE-EM/EM 

previamente validado. A fração ligada a proteínas foi determinada por 

ultrafiltração e a distribuição tecidual foi avaliada após administração de 1,5 

mg/kg i.v. bolus (n = 3 animais/tempo). Resultados: A oxidação do AC04 pelo 

catalisador de Jacobsen resultou na formação de um metabólito, 1-oxo-AC04, 

o mesmo formado pela incubação da fração microssomal e in vivo após 

administração da droga a roedores. O modelo aberto de dois compartimentos 

descreveu adequadamente o perfil de concentração plasmática do AC04, 

possibilitando a determinação de CL de 3,4 ± 3,4 L/h/kg, Vdss de 137,9 ± 91,4 

L/kg, t1/2 de 45,5 ± 31,5 h e ASC0-∞ de 788 ± 483 ng·h/mL. A ligação a proteínas 

plasmáticas foi de 98,1 ± 1,6%. A penetração no pulmão, fígado e baço foi de 

1077, 410 e 355 respectivamente, enquanto no cérebro foi de 0,54. O AC04 se 

acumula no tecido adiposo com um fator de penetração de 30. O t1/2 do 1-oxo-

AC04 foi de 23,2 ± 10,4 h. Conclusões: O conjunto de resultados sugere que, 

apesar da pequena fração livre no plasma livre, AC04 é capaz de se acumular 

em diferentes tecidos, o que pode ser um componente importante para sua 

ação em tumores sólidos, além de ter uma meia-vida longa. A reação de 

oxidação de Jacobsen e o metabolismo in vitro com fração microssomal 

possibilitaram a identificação do mesmo metabólito obtido in vivo. 

Palavras-chave: AC04, candidato antitumoral, farmacocinética, metabolismo in 

vitro, catalisador de Jacobsen, 1-oxo-AC04



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

Antitumor Candidate AC04 Pharmacokinetics and In Vitro-In Vivo 

Metabolism Evaluation 

Purpose: AC04 is an acridine derivative with high activity against solid tumors 

in mice. The goal of this work was to investigate the plasma pharmacokinetics 

and tissue distribution of the drug in Wistar rats after bolus i.v. administration as 

well as the its in vitro and in vivo metabolism. Methodology: AC04 was 

submitted in vitro oxidation by Jacobsen catalyst, a biomimetic CYP450 model. 

The product obtained in the reaction was characterized by (1H NMR) and 

analyzed by LC-MS/MS. AC04 was also incubated with rats microsomal fraction 

to confirm the formation of the product observed in vitro with the catalyst. A 

single 1.5 mg/kg i.v. bolus dose of AC04 was given to Wistar rats (n = 7) and 

blood samples were harvested from the lateral tail vein up to 120 h after dosing. 

AC04 and 1-oxo-AC04 were separated from plasma by deproteinization with 

acetonitrile and analyzed by LC-MS/MS with a previously validated method. 

Protein binding fraction was performed by ultrafiltration and AC04 tissue 

disposition was evaluated after 1.5 mg/kg i.v. bolus (n = 3 animals/point) 

Results: The Jacobsen-catalyzed oxidation of AC04 resulted in the formation of 

one metabolite, 1-oxo-AC04. The same metabolite was observed with 

microsomal incubation and in vivo, after AC04 dosing to Wistar rats. A two-

compartment open model adequately fitted the individuals plasma profiles of 

AC04 resulting in a CL of 3.4 ± 3.4 L/h/kg, a Vdss of 137.9 ± 91.4 L/kg, a t1/2 of 

45.5 ± 31.5 h and a ASC0-∞ of 788 ± 483 ng·h/mL. AC04 plasma protein binding 

was 98.1 ± 1.6%. Lung, liver and spleen showed a penetration of 1077, 410 e 

355 respectively, while brain penetration was of 0.54. The AC04 accumulates in 

the adipose tissue with a penetration factor of 30. The 1-oxo-AC04 metabolite 

showed a t1/2 of 23.2 ± 10.4 h. Conclusions: The Jacobsen oxidation reaction 

and the in vitro metabolism by microsomes allowed the identification of the 

same metabolite observed in vivo. The results suggest that despite the small 

free plasma fraction, AC04 is capable to accumulate in different tissues, which 

may contribute to its activity in solid tumor, besides its long half-life.  

Keywords: AC04, antitumor candidate, pharmacokinetics, in vitro metabolism, 

Jacobsen catalyst, 1-oxo-AC04 
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 O câncer é um distúrbio celular caracterizado por alterações no processo 

de duplicação do DNA, resultando em proliferação celular desordenada 

(GARÓFOLO et al., 2004). Depois das doenças cardíacas, o câncer é a 

principal causa de morte no Brasil, representando quase 17 % dos óbitos de 

causa conhecida (BRASIL, 2009). 

 A terapia oncológica consiste no tratamento dos pacientes portadores de 

câncer através de intervenção cirúrgica, radioterapia, imunoterapia e 

quimioterapia, que podem ser aplicadas sozinhas ou em associação. 

Atualmente o recurso mais empregado é a quimioterapia, a qual utiliza os 

medicamentos antitumorais, que agem inibindo o crescimento celular, atuando 

sobre o controle da divisão celular e do desenvolvimento das células. O efeito 

antitumoral é dependente da ação citotóxica, afetando indistintamente as 

células normais e as alteradas, o que leva ao surgimento de inúmeros efeitos 

adversos relacionados à terapia (ALMEIDA et al., 2005).  

 Novos agentes antitumorais vêm sendo desenvolvidos, em especial 

agentes citotóxicos, como aqueles que utilizam como sítio de ação a tubulina e 

as DNA-topoisomerases I e II (KUFE et al., 2003; HSIAO et al., 2008; HAJBI et 

al., 2010). Nesse contexto, a química medicinal tem desempenhado um papel 

importante na investigação de novos fármacos antitumorais. 

 Dentre os compostos obtidos por síntese orgânica destacam-se os 

derivados 9-arilacridínicos, como a m-amsacrina (m-AMSA), a acridina 

carboxamida (DACA) e a pirazoloacridina (PZA), que agem interferindo no 

funcionamento normal das enzimas topoisomerases inibindo, 

consequentemente, a replicação celular (BERG et al., 1991; HICKS et al., 

2001; TWELVES et al., 2002).  

No Brasil, derivados acridínicos foram sintetizados pelo grupo de 

pesquisa do Laboratório de Planejamento e Síntese de Fármacos da 

Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) (MOURÃO et al., 2005). Dentre 

a série de compostos obtidos, o derivado acridinilideno-tiazolidinônico 

denominado AC04, que mostrou a melhor atividade em estudos preliminares 

com modelos de câncer, vem sendo estudado por diversos grupos de pesquisa 

no País visando sua avaliação como um antitumoral na tentativa de elucidar 

seu potencial terapêutico e toxicidade, e pelo nosso grupo de pesquisa, 

buscando determinar sua farmacocinética.  
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O AC04 demonstrou interessante atividade in vivo contra o modelo de 

Sarcoma-180 e in vitro frente às linhagens de células cancerígenas MDA-

MB435 (mama), HCT-8 (cólon) e SF-295 (sistema nervoso central) (PITTA et 

al., 2007). Esses resultados farmacológicos preliminares justificam a avaliação 

farmacocinética pré-clínica do AC04, visando obter informações necessárias 

para o estabelecimento de protocolos para os estudos clínicos de Fase 1, 

primeira administração em humanos.  

Os estudos farmacocinéticos visam determinar os parâmetros que 

caracterizam a absorção e a disposição de drogas e fármacos no organismo, a 

relação entre as concentrações e as doses administradas, a distribuição e o 

acúmulo tecidual desses, assim como a biotransformação do composto sob 

investigação. Apesar de a avaliação farmacocinética ser conduzida de forma 

mais abrangente em humanos, estudos preliminares em animais, iniciando 

pelos roedores, são fundamentais para possibilitar o escalonamento de doses 

mais seguro para as investigações em humanos, principalmente para 

candidatos a antitumorais, cujos estudos clínicos são conduzidos em pacientes 

e não em voluntários sadios, como ocorre com outras classes terapêuticas.  

A biotransformação é o processo pelo qual compostos endógenos e 

xenobióticos são convertidos no organismo em compostos mais hidrofílicos 

(hidrossolúveis), possibilitando sua eliminação mais rápida. Em geral, os 

metabólitos são farmacologicamente menos ativos e menos tóxicos que os 

fármacos. No entanto, não é incomum que as reações de biotransformação 

tenham conseqüências indesejáveis, tais como formação de metabólitos 

farmacologicamente ativos, interações com outros fármacos, através da 

inibição ou indução do metabolismo e/ou formação de metabólitos tóxicos. 

Essas situações indesejadas são muitas vezes responsáveis pelo insucesso de 

parte das drogas investigadas em estudos pré-clínicos. Portanto, a 

determinação dos metabólitos formados é de grande relevância no estudo de 

um novo candidato a fármaco. A investigação de metabólitos pode ser 

realizada em estudos in vitro ou in vivo e objetivam prever o comportamento 

que o candidato a fármaco terá em humanos, buscando garantir maior 

segurança aos voluntários dos estudos clínicos de Fase 1. 

Como mencionado, o desenvolvimento de fármacos antitumorais difere 

do desenvolvimento de outros agentes terapêuticos, pois, por serem agentes 
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extremamente tóxicos, as fases clínicas não são realizadas em voluntários 

sadios, sendo seu primeiro uso em humanos realizado em pacientes que não 

são responsivos a outros tratamentos com agentes antitumorais tóxicos 

(TOMASZEWSKI et al., 2002). Dessa forma, os candidatos a agentes 

antitumorais devem ter dados pré-clínicos farmacodinâmicos, farmacocinéticos 

e toxicológicos consistentes, que permitam a previsão dos efeitos esperados 

em humanos com a máxima precisão. Nesse contexto se insere a proposta de 

investigação do candidato a antitumoral AC04 apresentada neste trabalho. 
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1. Objetivo Geral 

 

Contribuir no desenvolvimento do candidato a fármaco antitumoral AC04 

através da avaliação farmacocinética e da investigação do metabolismo da 

droga em modelos in vitro e in vivo.  

 

1.2. Objetivos Específicos 

 

 Estabelecer os parâmetros farmacocinéticos plasmáticos do AC04 após 

administração intravenosa bolus de dose única de 1,5 mg/kg a ratos 

Wistar; 

 

 Avaliar a penetração tecidual do AC04 (pulmão, rim, fígado, coração, 

cérebro, baço, tecido adiposo) após dose i.v. bolus de 1,5 mg/kg a ratos 

Wistar e determinar sua ligação a proteínas plasmáticas; 

 

 Submeter o AC04 a análises por IES-EM e IES-EM/EM e propor as vias 

de fragmentação visando auxiliar na identificação dos metabólitos 

obtidos nas próximas etapas; 

 

 Submeter o AC04 a oxidação com catalisador de Jacobsen, visando 

biomimetizar as reações enzimáticas do sistema citocromo P450, e 

identificar os produtos formados;  

 

 Submeter o AC04 à reação de metabolismo in vitro utilizando fração 

microssomal de tecido hepático de ratos Wistar e confirmar os 

metabólitos formados na oxidação química; 

 

 Avaliar o perfil plasmático do metabólito 1-oxo-AC04 após dose única i.v. 

bolus de 1,5 mg/kg de AC04 a ratos Wistar. 
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1. Câncer 

 

 Conceitualmente, o câncer caracteriza-se por uma proliferação anormal 

e desordenada de um determinado tecido, que passa a agir de forma autônoma 

e descontrolada, podendo acometer diversos órgãos e tecidos de diferentes 

origens histológicas (BARACAT et al., 2002; ALMEIDA et al., 2005). As 

características que diferenciam os diversos tipos de câncer entre si variam de 

acordo com o tipo de célula acometida, sua velocidade de multiplicação e a 

capacidade de invadir tecido e órgãos distantes (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 

2000). O surgimento do câncer ocorre através da transformação de uma célula 

normal em célula cancerosa devido à alteração do seu DNA (MURAD & KATZ, 

1997). À medida que o tumor cresce e produz metástase, vários subclones 

celulares emergem, conferindo heterogeneidade à população celular maligna 

(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2000). 

A determinação das causas dos diferentes tipos de câncer é um árduo 

esforço realizado pelos epidemiologistas. Tabagismo, uso de álcool e baixa 

ingestão de frutas e verduras são os principais fatores de risco de morte por 

câncer no mundo e, o fumo, o álcool e a obesidade são as causas mais 

importantes do câncer em países de alta renda (DANAEI et al., 2005). Apesar 

de um grande número de estudos, as causas da maioria dos tipos de cânceres 

ainda são incertas (KARP, 2005). 

O câncer representa a segunda causa de morte, sendo superado 

apenas pelas doenças cardiovasculares, constituindo assim um problema de 

saúde pública (WHO, 2007). O ano de 1971 foi o da “declaração da guerra 

contra o câncer”, pois de cada grupo de 100 mil habitantes dos Estados 

Unidos, 163 morriam de câncer (MELLO & MENCARINI, 2008). Após 40 anos, 

apesar dos avanços médico-tecnológicos e do aumento global na expectativa 

de vida, a incidência do câncer aumenta a cada ano, assim como o número de 

mortes causadas por esta doença. Um em cada dois homens e uma em cada 

três mulheres serão diagnosticados com câncer ao longo de suas vidas (KUFE 

et al., 2003). Em 2007, o câncer matou 7,9 milhões de pessoas, representando 

13% de todas as mortes no mundo. Em 2015, acredita-se num aumento desse 

número para 9 milhões e em 2030 para 11,5 milhões de mortes causadas pelo 

câncer (WHO, 2007). O câncer de pulmão é o câncer mais prevalente no 
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mundo hoje e o de mama, o segundo, sendo que os números crescem ano a 

ano. Uma estatística impressionante mostra que 40% de todos os americanos 

vivos hoje receberão o diagnóstico de câncer em algum momento de suas 

vidas (MELLO & MENCARINI, 2008).  

No Brasil, de acordo com o Instituto Nacional do Câncer (INCA), para os 

anos de 2010 e 2011 foi previsto o diagnostico de cerca de 490 mil novos 

casos de câncer. Os tipos mais incidentes no país são câncer de próstata e 

pulmão para o sexo masculino, e o de mama e colo do útero para o sexo 

feminino (BRASIL, 2009). 

 

2. Tratamento do câncer 

 
 Existem quatro principais tipos de tratamento para o câncer: a cirurgia, a 

radioterapia, a quimioterapia e a terapia biológica. A técnica cirúrgica consiste 

na remoção de tumores, sendo eficaz quando não há metástase. A radioterapia 

(raios gama, radioisótopos como cobalto-60, raios X) é comumente usada em 

conjunto com a cirurgia, aumentando a eficácia do tratamento. Outro 

tratamento antitumoral promissor é a imunoterapia, que promove a estimulação 

do sistema imunológico do paciente por meio do uso de substâncias como o 

interferon e a interleucina-2. No entanto, ainda representa uma técnica 

antineoplásica adjuvante, usada especialmente para destruir as células 

cancerosas residuais após a intervenção cirúrgica (ALMEIDA et al., 2005).  

 Recentemente, a técnica de fotorradiação tem representado um grande 

avanço no tratamento, pois permite a localização e a destruição do câncer com 

maior seletividade (ALMEIDA et al., 2005). No entanto, esta técnica é aprovada 

somente no tratamento de alguns tumores, como o de pulmão, esôfago, pele e 

bexiga (ALLISON & SIBATA, 2010). 

 Apesar da existência de diferentes técnicas, quando há ocorrência de 

metástase e visando também sua prevenção, além dos casos onde a cirurgia 

não é possível, faz-se necessário uma abordagem sistêmica, que pode ser 

efetuada, em cerca de 60-70 % dos casos, com a quimioterapia (ALMEIDA et 

al., 2005). O principal objetivo da quimioterapia é destruir as células 

cancerosas mantendo as normais. Portanto, a quimioterapia desejável faz uso 

das mais altas doses toleráveis do fármaco para atingir o maior número de 
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células cancerosas. Porém, a maioria dos agentes atua de forma inespecífica, 

atingindo além das células cancerosas também as células normais, o que 

resulta nos efeitos colaterais comuns provocados pela quimioterapia. Visando 

obter agentes quimioterápicos mais específicos, eficazes e seguros continua o 

grande interesse na pesquisa científica de novos fármacos antitumorais 

(MENDONÇA, 2008). 

 

3. Fármacos antitumorais 

 

A quimioterapia antitumoral, desde seu início em meados do século 20 

até o presente momento, tem sido dominada pelo desenvolvimento de 

fármacos genotóxicos. O primeiro fármaco descoberto com propriedades 

anticancerígenas foi a mostarda nitrogenada, seguida pelo metotrexato, 

análogo ao ácido fólico, nos anos de 1940. Desde então, os grandes avanços 

na terapia anticâncer são devido ao desenvolvimento de duas estratégias: a 

inibição de vias específicas de crescimento celular e a inibição do crescimento 

do câncer como um tecido (BAGULEY, 2002). Um dos princípios mais 

importantes no tratamento do câncer emerge do fato de que a perda do 

controle no nascimento das células cancerígenas está mecanisticamente 

associada a um aumento na tendência celular em entrar em apoptose, de 

forma que o crescimento do câncer é resultado de um balanço entre o 

nascimento e a morte celular (FRANK, 2007). A citotoxicidade, então, entra 

como um fator de desequilíbrio, aumentando a morte celular, sendo alvo de 

intensos estudos. Novos agentes citotóxicos vêm sendo identificados, 

podendo-se destacar aqueles que utilizam como sítio de ação a tubulina e as 

DNA-topoisomerases I e II (KUFE et al., 2003; HSIAO et al., 2008; HAJBI et al., 

2010). 

A síntese orgânica tem desempenhado um papel importante no 

desenvolvimento de fármacos antitumorais. A partir dos anos de 1950, o 

conhecimento do metabolismo do DNA permitiu o desenvolvimento semi-

racional de análogos e antagonistas de nucleotídeos. Este fato, somado a um 

grande período de screening randômico de novas moléculas, apoiado pelo 

United States National Cancer Institute (NHI – USA), resultaram em inúmeros 

compostos naturais, sintéticos e semi-sintéticos, bem como um grande número 
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de análogos de purinas e pirimidinas de estruturas simples, utilizados na 

terapia antitumoral (Figura 1). Como consequência da inserção terapêutica 

destes novos fármacos obteve-se, além do resultado terapêutico, uma 

importante contribuição nos estudos dos mecanismos do câncer e no 

desenvolvimento de novos conceitos de moléculas antitumorais (DENNY, 

2002). 

 

 

Figura 1. Cronologia do desenvolvimento de alguns fármacos antitumorais 
citotóxicos (BAGULEY, 2002). 

 

Apesar dos avanços na síntese orgânica, um número limitado de 

fármacos para o tratamento de câncer estão disponíveis no mercado, portanto 

há a necessidade urgente da pesquisa de novos agentes antitumorais 

(SONDHI et al., 2010).  

Apesar de numeros estudos in vitro e em animais demonstrarem a 

eficácia de diversos candidatos a antitumorais, essas atividades promissoras, 

frequentemente, não são bem traduzidas para os resultados clínicos 

esperados. Os tumores mais comuns são resistentes aos antitumorais 

disponíveis e a maioria destes agentes tem atividade limitada contra tumores 



 

17 
 

sólidos devido à restringida capacidade dos fármacos em penetrar no tecido do 

tumor e alcançar todas as células tumorais em concentração letal (TRÉDAN et 

al., 2007; WONG et al., 2009). A Tabela 1 comprova esta afirmação mostrando 

que apenas 5 dos 25 antitumorais listados, comumente utilizados, possuem 

atividade preferencial contra tumores sólidos e, além disso, esses agentes têm 

pouco impacto na sobrevida dos pacientes (MANS et al., 2000). 

 

Tabela 1. Relação de fármacos antitumorais comumente utilizados (MANS et 
al., 2000). 
 

Exclusivamente 
utilizados contra 
neoplasias 
hematológicas 

Utilizados contra 
neoplasias 
hematológicas e 
tumores sólidos 

Exclusivamente 
utilizados contra 
tumores sólidos 

L-asparaginase Bleomicina Carboplatina 

Busulfano Ciclofosfamida Cisplatina 

Clorambucil Dacarbazina 5-Fluorouracil 

Citarabina Dactinomicina Mitomicina C 

Daunorrubicina Etoposida Tamoxifeno 

Mecloretamina Ifosfamida  

6-Mercaptopurina Melfalan  

Procarbazina Metotrexato  

6-Tioguanina Vimblastina  

 Doxorrubicina  

 

4. Derivados acridínicos 

 

Derivados acridínicos são um grupo bem conhecido de compostos 

aromáticos policíclicos com uma grande variedade de propriedades biológicas, 

como agentes intercalantes do DNA, anticarcinogênicos, bactericidas, 

antimaláricos, inseticidas, fungicidas (ALBERT,1951), anti-leishmania (DI 

GIORGIO et al., 2003), anti-inflamatórios e analgésicos (SONDHI et al., 2004). 

Um grande número de alcalóides naturais e derivados sintéticos contendo o 

grupamento acridínico tem sido testados como agentes antitumorais (BURRES 

et al., 1989; DEMEUNYNCK et al., 2001). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mans%20DR%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mans%20DR%22%5BAuthor%5D
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Dentre os compostos obtidos por síntese, a m-AMSA, um composto 

acridínico utilizado no tratamento de alguns tipos de câncer incluindo leucemia 

aguda em pacientes pediátricos e adultos (LOUIE & ISSELL, 1985; HUANG et 

al., 2005), atua ligando-se ao DNA pela intercalação de seu grupamento 

cromóforo acridina. Além disso, os derivados 9-arilacridínicos como a PZA e a 

DACA, que intercalam no DNA e inibem seletivamente a síntese do RNA 

(BERG et al., 1991), em conjunto com a m-AMSA interferem no funcionamento 

normal das enzimas topoisomerases I e II (Figura 2). Estudos mostraram que a 

DACA induz a clivagem do DNA na presença da topoisomerase I, bem como 

da topoisomerase II (FINLAY et al., 1996). Devido ao seu caráter lipofílico, a 

DACA possui a capacidade de atravessar a barreira hematoencefálica, 

atingindo os tumores cerebrais (SALEEM et al., 2001). Além disso, DACA é 

ativa contra uma linhagem de células humanas de leucemia, que têm 

quantidades reduzidas da topoisomerase II e são altamente resistentes à 

etoposida e doxorrubicina (TWELVES et al., 1999). Desse modo, essas 

substâncias agem como toxinas para as enzimas, subvertendo sua função e 

levando à quebra do DNA, resultando em apoptose celular (BERG et al., 1991; 

HICKS et al., 2001; TWELVES et al., 2002). Além de inibir a topoisomerase II, 

os derivados acridínicos como os tetra-acridínicos, possuem como alvo a 

inibição da maquinaria do proteosoma, levando também à apoptose celular 

(VISPÉ et al., 2007).  

As mutações no gene de supressão tumoral p53 estão entre as 

anormalidades genéticas mais comuns encontradas numa ampla variedade de 

tumores (ROSA, 2002) e o estado funcional do gene p53 tem sido relacionado 

ao prognóstico, à progressão e à resposta terapêutica dos tumores. Estudo 

realizado por WANG e colaboradores (2005) demonstrou que derivados 

acridínicos são capazes de estabilizar a proteína p53 e induzir a apoptose p53-

dependente das células tumorais.  
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Figura 2. Estruturas químicas dos agentes antitumorias: acridina 
carboxamida (DACA), pirazoloacridina (PZA) e amsacrina (m-AMSA).  
 

Estudos com a amsacrina revelaram que o fármaco estimula a formação 

de um complexo DNA-topoisomerase II, o que pode ser a causa da 

citotoxicidade e outros efeitos, tais como rearranjos na seqüência de DNA e  

troca de cromátides-irmãs (NELSON et al., 1984). Além disso, alguns derivados 

tioacridínicos, como 3-amino-9-tio-(4'-nitrobenzil)acridinona e 2,7-dimetoxi-9-tio-

(2'-dietilaminoetil)acridinona, são capazes de reduzir significativamente a 

expressão do gene mdr1, bloqueando a função da glicoproteína-P (P-gp) 

(HEVÉR et al., 1998), que é outra atividade importante para os agentes 

antitumorais, pois a P-gp promove o efluxo celular do quimioterápico, levando à 

resistência aos quimioterápicos mediada pela P-gp (HUBER et al., 2010). 

O alvo biológico da porção acridina dos antitumorais acridínicos é a 

dupla fita de DNA, sendo a intercalação o modo predominante de ação 

(ADAMS et al., 1999). O anel acridínico planar da m-AMSA intercala no DNA 

através de uma interação π-π entre o intercalador e os pares de bases do DNA 

(Figura 3) (CHOURPA & MANFAIT, 1995; AVENDAÑO & MENÉNDEZ, 2008). 

Recentemente, a modelagem molecular de compostos tricíclicos com 

substituintes anilino mostrou que a substituição isostérica do grupamento 

benzeno de 9-anilinoacridinas por um anel heterocíclico parece ter uma 

influência importante sobre a geometria e as propriedades eletrônicas dos 

compostos resultantes, bem como sobre as suas propriedades de ligação ao 

DNA (LOZA-MEJÍA et al., 2009). Corroborando com esse achado, CHILIN e 

colaboradores (2009) demonstraram a importância do grupamento acridínico 

através da substituição do anel acridínico pelo sistema análogo 2-oxo-2H-
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pirano[2,3-b]quinolina, o que reduziu a atividade citotóxica do composto em 

quatro linhagens de células tumorais e também reduziu seu potencial de 

intercalar no DNA. 

 

 

Figura 3. Deformação do DNA provocada por agente intercalante (AVENDAÑO 
& MENÉNDEZ, 2008). 

 

5. 3-(4-metil-benzil)-5-(acridina-9-il-metileno)-tiazolidina-2,4-diona 

(AC04) 

 

Em busca de novos agentes antitumorais, uma série de derivados 

acridínicos com atividade antitumoral potente foi sintetizada pelo grupo de 

pesquisa do Laboratório de Planejamento e Síntese de Fármacos da 

Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) (MOURÃO et al., 2005), os quais 

apresentaram excelente atividade anticancerígena em modelos murinos in vivo, 

sendo o AC04 o composto mais promissor da série (PITTA et al., 2007).  

Resumidamente, conforme mostrado na Figura 4, a síntese do AC04 

inicia com a obtenção da tiazolidina-2,4-diona por reação da tiouréia com o 

ácido cloroacético (2). Numa segunda etapa a tiazolidina-2,4-diona reage com 

o cloreto de 4-metil-benzila, com a formação da 3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-

2,4-diona (4). Paralelamente, obtem-se 9-metil-acridina através da reação da 
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difenilamina (5) com ácido acético glacial (6). A síntese do acridina-9-

carboxaldeído (7) é realizada por uma reação de oxidação da 9-metil-acridina 

com o clorocromato de piridínio. Por sua vez, reagindo esse aldeído com o 

cianacetato de etila obtem-se o éster 2-ciano-acridina-9-il-acrilato de etila (8). 

Finalmente, a 3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona sofre uma reação de 

adição pelo éster cianocinâmico, conduzindo ao produto final (9). AC04 foi 

purificado e analisado antes da utilização (SILVA, 2001; PITTA et al., 2004).  

O AC04, como os demais derivados acrídinicos, foi desenhado visando 

agir como inibidor da topoisomerase II e intercalador do DNA. O intercalamento 

no DNA dos derivados acridínicos sintetizados pelo Laboratório de 

Planejamento e Síntese de Fármacos da UFPE foi estudado por Leite e 

colaboradores (2006) através de docking in silico e os resultados sugerem que 

este seja o provável mecanismo de ação desses derivados. 

 

 

Figura 4. Esquema de síntese do 3-(4-metil-benzil)-5-(acridina-9-il-metileno)-
tiazolidina-2,4-diona (AC04) (SILVA, 2001). 
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Estudos farmacodinâmicos realizados em camundongos no modelo de 

Sarcoma 180 demonstraram atividade antitumoral do AC04 em doses que 

variaram de 6,25 a 100 mg/kg (PITTA et al., 2007). Os animais foram tratados 

com as diferentes doses de AC04 pela via intraperitoneal durante 8 dias, em 

um tratamento que se iniciou 48 horas após a implantação do tumor. Os 

resultados podem ser vistos na Tabela 2. 

 

Tabela 2. Percentual de Inibição do crescimento tumoral observado para o 
derivado acridínico AC04 no modelo murino de Sarcoma 180 (dados não 
publicados). 
 

Dose i.p. de AC04 
(mg/kg/dia/8 dias) 

Inibição do crescimento 
tumoral em relação ao 

controle (%) 

100 85,4 

38 73,4 

12,5 60,7 

6,25 56,3 

 

   
 O sarcoma 180 é um tumor originário de camundongos e é uma das 

linhagens de células mais utilizadas na pesquisa in vivo de novos agentes 

antitumorais, uma vez que histologicamente apresenta-se como massa sólida 

formada por células com pleomorfismo acentuado, estroma conjuntivo 

vascularizado circundando e permeando o tumor, necrose central e padrão 

histológico misto apresentando aspecto tanto de carcinoma como de sarcoma 

(KURASHIGE e MITSUHASHI, 1982). A atividade de inibição do AC04 frente a 

um tumor com estas características revela uma substância de alto poder 

citotóxico e com grande poder de penetração em massas sólidas, fator 

determinante para um candidato a fármaco antitumoral.  

 O AC04 mostrou atividade dose-dependente tendo na dose mais baixa 

testada, 6,25 mg/kg uma atividade superior a 50%, a qual atingiu 85% na dose 

de 100 mg/kg.  

A atividade antitumoral do AC04 também foi investigada in vitro frente a 

linhagens de células cancerígenas: MDA-MB435 (mama), HCT-8 (cólon) e SF-

295 (sistema nervoso central) na dose de 100 µg/mL. Os percentuais de 
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inibição do crescimento celular (IC%) foram, respectivamente, 54,6 ± 3,4%, 

90,7 ± 0,4% e 82,4 ± 2,5% (dados não publicados). 

Conforme mencionado anteriormente, grande parte dos agentes 

antitumorais descobertos demonstra atividade antileucêmica, mas apresenta 

pouca atividade em tumores sólidos, os quais são mais difíceis de serem 

tratados. Na investigação de novos agentes quimiotérápicos tem-se tentado 

otimizar a atividade dos potenciais candidatos a fármacos sobre tumores 

sólidos, selecionando-se agentes que são relativamente mais citotóxicos para 

cultura de carcinoma humano ou de murino do que para cultura de células 

leucêmicas (SEBOLT et al., 1987). Nesse sentido, o AC04 apresentou 

resultados de inibição do crescimento celular da linhagem de um 

adenocarcinoma ileocecal (HCT-08), que é um tumor sólido de difícil 

tratamento, superior a 90%, indicando um importante potencial terapêutico. 

A resposta de inibição de crescimento superior a 80% frente à linhagem 

de células SF-295, caracterizada histologicamente como um glioblastoma 

multiforme (TOSHIMITSU e BODELL, 1987), é bastante promissora, pois a alta 

lipofilia do AC04 (LogP = 4,83) sugere que esse composto seja capaz de 

ultrapassar a barreira hemato-encefálica. 

O AC04 também inibiu a linhagem de células tumorais de mama MDA-

MB435 tipo receptor de estrogênio negativo, de alta tumorogenicidade e grande 

poder de metástase (BAGHERI-YARMAND et al., 2001).  

 A concentração de AC04 capaz de inibir em 50% do crescimento celular 

(IC50) foi calculada a partir dos resultados de inibição do crescimento tumoral 

frente à HL-60 (leucemia), MDA-MB435 (mama), HCT-8 (cólon), e está descrita 

na Tabela 3 (dados não publicados). 
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Tabela 3. IC50 observada para o AC-04 frente às linhagens de células HL-60, 
MDA-MB435 e HCT-8. 

 

 

Composto 

HL60 (leucemia) 
MDA-MB435    

(mama) 
HCT-8 (cólon) 

IC50 µg/mL (Intervalo de confiança) 

AC04 > 25 > 25 5.94 (4.15-8.5) 

 

Esses resultados demonstram que o AC04 é uma molécula bastante 

ativa, principalmente no tratamento de tumores sólidos. Vale salientar que tais 

resultados são obtidos com doses/concentrações relativamente baixas tanto 

nos estudos in vivo (6,25 mg/kg) quanto in vitro (5,94 µg/mL), revelando um 

composto de alta potência.  

Estudos de toxicidade aguda foram realizados com derivados acridínicos 

da série AC utilizando doses crescentes até 1000 mg/kg, pela via 

intraperitoneal, e não foi observado óbito dos animais para nenhuma dose 

investigada (dados não publicados). 

 

6. A importância do metabolismo durante o desenvolvimento de um 

novo fármaco 

 

O metabolismo de fármacos e outros agentes xenobióticos é parte 

integrante do processo de descoberta de fármacos e é essencial para a 

eliminação destes compostos do organismo. A maioria dos fármacos possui 

grupos oxidáveis que os tornam alvos ideais para o metabolismo oxidativo 

quando são introduzidos no organismo humano (BERNARDOU & MEUNIER, 

2004). O conhecimento do metabolismo oxidativo catalisado pelo citocromo 

P450 de um novo fármaco é fundamental, pois esse processo pode afetar 

significativamente a sua segurança e eficácia, visto que na metabolização pode 

ocorrer a formação de metabólitos tóxicos (BERNADOU & MEUNIER, 2004; 

MANSUY, 2007). Desse modo, o estudo do metabolismo surge como parte 

essencial das etapas pré-clínica e clínica de desenvolvimento de um novo 

fármaco (BARREIRO & FRAGA, 2008).  
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FERNANDEZ-METZLER e colaboradores em 1999 já indicavam a 

importância desta etapa afirmando que a caracterização de metabólitos saiu 

dos estágios finais do desenvolvimento de fármacos para se tornar um 

componente integral dos estágios iniciais de pesquisa, fornecendo informações 

para a fase de síntese e, assim, possibilitando modificações que venham a 

aumentar a segurança e/ou melhorar a farmacocinética do novo agente 

terapêutico. 

O processo de biotransformação de fármacos envolve uma variedade de 

reações bioquímicas seqüenciais, divididas em reações de funcionalização de 

fase I e reações biossintéticas de fase II. As reações de fase I englobam 

oxidação, redução e hidrólise do composto original e visam a produção de 

metabólitos mais polares para facilitar a excreção. Esta etapa compreende, 

basicamente, a inserção de um átomo de oxigênio, originário de uma molécula 

de O2, no substrato orgânico. Sob condições fisiológicas in vivo, estas reações 

de oxidação em presença de O2 requerem elétron do NADPH ou NADH via 

proteínas de transferência de elétrons (flavoproteína citocromo P450 redutase) 

(BARREIRO & FRAGA, 2008). Reações de fase II compreendem a etapa de 

conjugação, envolvendo reações de glicuronidação, sulfatação, acilação, 

metilação e conjugação com a glutationa, acetato, glucuronato, sulfato ou 

glicina para produzir os compostos que serão excretados (STRNAD, 2000; 

BARREIRO & FRAGA, 2008).  

 

6.1.  Citocromo P450  

 

O processo de biotransformação de fármacos em metabólitos tem 

caráter essencialmente enzimático, sendo que a família de cisteinato-heme 

enzimas do citocromo P450 (CYP450) constitui-se no principal sistema que 

desempenha a transformação oxidativa de moléculas endógenas e exógenas, 

como os fármacos (MEUNIER & BERNARDOU, 2002).  

A maior parte do metabolismo de fase I ocorre através do sistema 

enzimático do citocromo P450. O fígado é a principal fonte de isoenzimas do 

CYP450, localizadas no retículo endoplasmático liso (microssomas) dos 

hepatócitos. Outros órgãos com capacidade biotransformadora considerável 



 

26 
 

são os rins, a pele, os pulmões e o trato gastrintestinal, principalmente os 

enterócitos do epitélio do intestino delgado (THUMMEL et al., 1997).  

 Todos os CYP450 descritos contêm a ferroprotoporfirina IX como grupo 

prostético (Figura 5), a qual está inserida dentro das cadeias de polipeptídeos 

da proteína, com um sítio de ligação bem definido que confere acessibilidade 

específica ao substrato (MONTELLANO, 2004).  

 

 

Figura 5. Ferroprotoporfirina IX na matriz protéica (VASHI & MARQUES, 2004). 
 

 O sítio ativo do CYP450 com a ferroprotoporfirina IX dentro de um 

ambiente protéico hidrofóbico é relativamente simples. O quinto sítio ativo de 

ligação do íon FeIII central possui um enxofre de um resíduo de cisteína, 

responsável pela ligação do sítio ativo à enzima, e o sexto sítio está ligado a 

uma molécula de água. Quando é reduzido para o estado ferroso (FeII), a 

enzima pode fazer ligações com o oxigênio (O2) e o monóxido de carbono 

(CO). O complexo com o monóxido de carbono tem absorção máxima em 450 

nm, por esse motivo o CYP recebe o nome de citocromo P450 (GROVES, 

1995; MONTELLANO, 2004; ZHANG et al., 2007).   

 O ciclo catalítico do CYP450 é desencadeado pela entrada do substrato 

no interior do sítio ativo deslocando a molécula de água ligada de forma axial 

(MEUNIER & BERNARDOU, 2002). As características do mecanismo do 
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CYP450 estão mostradas e descritas de acordo com a Figura 6 (MEUNIER & 

BERNARDOU, 2002; VINHADO, 2005). 

 

 

Figura 6. Ciclo catalítico do CYP450. Os semicírculos em cinza representam a 
proteína ao redor do sítio ativo (Adaptada de MEUNIER & BERNARDOU, 2002; 
VINHADO, 2005). 
 
 O substrato (R-H) na Figura 6 desloca o estado de equilíbrio energético 

do centro FeIII para um nível de spin mais elevado, de modo a suportar a 

formação do aduto enzima-substrato. A entrada de R-H no sítio catalítico 

expulsa a molécula de H2O (o sexto ligante) (etapa A para B). A seguir, a forma 

oxidada do P450 (P450-FeIII) recebe um elétron do NADPH (Fosfato de 

dinucleótido de nicotinamida e adenina) levando à formação do complexo 

reduzido P450-FeII (etapa B para C). O P450-FeII reage então com O2 (etapa C 

para D) formando P450-FeIII(O-O•), e, após a entrada de mais um elétron do 

NADPH, forma-se o nucleófilo estável P450-FeIII(O-O- ) (etapa D para E). O 

complexo peroxo P450-FeIII(O-O-) é protonado formando o complexo 

hidroperoxo P450-FeIII(O-OH) (etapa E para  F). A seguir, uma segunda 

protonação do átomo de oxigênio distal leva à saída de H2O e à formação da 

espécie FeV(O)+ (etapa F para G). Ao final, o outro átomo de oxigênio é 

transferido para o R-H (substrato), havendo regeneração da enzima e início de 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Fosfato_de_dinucle%C3%B3tido_de_nicotinamida_e_adenina
http://pt.wikipedia.org/wiki/Fosfato_de_dinucle%C3%B3tido_de_nicotinamida_e_adenina
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novo ciclo catalítico (etapa G para A) (MEUNIER & BERNARDOU, 2002; 

VINHADO, 2005). 

 

A presença de múltiplas espécies oxidantes, como o complexo FeIII-

hidroperoxo, FeIII-peroxo e FeV(O)+, pode explicar a notável versatilidade desta 

família de enzimas em uma ampla variedade de transformações catalisadas 

pelo CYP450 (DENISOV et al., 2005). 

 

6.2. Enzimas do CYP450  

  

 As CYPs são proteínas de membrana localizadas no retículo 

endoplasmático (microssomas) das células, embora existam enzimas do 

CYP450 localizadas na mitocôndria celular, onde desempenham um importante 

papel na biossíntese de hormônios esteróides e no metabolismo da vitamina D 

(HAN et al., 2010). 

 As CYPs foram isoladas de vários tecidos de mamíferos (fígado, rins, 

intestino, pulmão e córtex adrenal), assim como de insetos, plantas, fungos e 

bactérias, e são conhecidas por catalisar reações de hidroxilação, epoxidação, 

N-, S- e O- desalquilação, N- e S- oxidação, sulfoxidação e desalogenação. 

Estas reações são essenciais no metabolismo de fármacos e xenobióticos 

(ISIN & GUENGERICH, 2007; ZHANG et al., 2007). 

As enzimas do CYP450 são classificadas dentro de famílias e 

subfamílias, baseado nos dados genéticos conforme a similaridade da 

sequência de aminoácidos. Em uma dada família, pelo menos 40% da 

sequência de aminoácidos é idêntica, sendo a família indicada por números 

arábicos (1, 2, 3, etc). A sequência dentro de uma subfamília possui mais do 

que 55% de semelhança, sendo designada por letras (2A, 2B, 2C, etc). 

Finalmente, dentro de cada subfamília uma enzima tem mais do que 70% da 

sequência de aminoácidos idêntica, sendo designada com números arábicos 

como incremento. Então, por exemplo, CYP3A4 é o quarto membro da 

subfamília A e da família 3 (HAN et al., 2010). As enzimas P450 têm em 

comum uma estrutura terciária global, apresentando uma alta conservação da 

região central, apesar de possuírem similaridades menores que 20% em sua 

sequência de aminoácidos entre as diferentes famílias. Apesar de a estrutura 
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terciária ser altamente conservada, há diversidade estrutural suficente para 

permitir a ligação de substratos de tamanhos diferentes para diferentes P450. 

Alguns P450 são altamente régio- e estéreo-específicos na oxigenação do 

substrato, enquanto outros, tais como o CYP3A4 do fígado humano, 

metabolizam cerca de 50% de todos os fármacos comercializados (DENISOV 

et al., 2005). 

Muitos membros da superfamília do citocromo P450 são conhecidos e o 

número continua a crescer à medida que mais genomas são sequenciados 

(DENISOV et al., 2005). Os microssomas do fígado humano contêm mais de 

35 enzimas do CYP450, onde a CYP3A4 é quantitativamente a mais 

abundante, representando 34% do total das CYPs hepáticas, a CYP1A2 

representa 13%, a CYP2A6 5%, a CYP2D6 2%, a CYP2C9 17% e a CYP2E1 

representa 15%. A CYP2D6, embora representando somente 2%, metaboliza 

25% dos fármacos comercializados (HAN et al., 2010). 

 

7.  Modelos para o estudo de metabolismo 

 

 O crescente número de novas entidades químicas sob investigação nos 

últimos anos tem exigido técnicas rápidas de screening que fornecem 

informações confiáveis e de fácil acesso sobre a biotransformação de um 

candidato a fármaco. Por razões econômicas, é importante que este screening 

seja realizado na fase inicial para descartar candidatos a fármacos impróprios 

ainda no processo de desenvolvimento (LOHMANN & KARST, 2008). 

 No campo da investigação dos metabólitos gerados pela 

biotransformação são utilizados vários sistemas com o intuito de desenvolver 

modelos práticos capazes de predizer o metabolismo de candidatos a fármacos 

e, eventualmente, produzir em larga escala metabólitos que apresentem uma 

síntese complicada. Os métodos variam desde experimentos in vivo com 

animais até o uso de frações subcelulares. Mais recentemente, modelos 

químicos que biomimetizam o CYP450 aparecem como uma alternativa para a 

redução do uso de animais.  

A Figura 7 compara os diferentes métodos utilizados no estudo do 

metabolismo de acordo com a complexidade, transferabilidade dos resultados e 

praticabilidade. 
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Figura 7. Correlação entre modelos biomiméticos, métodos in vitro utilizando 
tecidos que contêm CYPs e sistemas in vivo para investigação da 
metabolização de fármacos (LOHMAN & KARST, 2008).  
 

7.1. Sistemas biológicos 

 

 Em relação aos sistemas biológicos, são realizados estudos in vivo ou in 

vitro. Os estudos in vivo envolvem a análise de metabólitos presentes no 

sangue, na urina e nas fezes de animais e humanos (LIM & LORD, 2002). 

Apesar de apresentarem resultados mais fidedignos, possuem desvantagens 

como o rendimento muito baixo de metabólitos e os maiores tempo de 

avaliação e custo quando comparados aos estudos in vitro (EKINS et al.; 

2000).  

 Os estudos in vitro, por outro lado, permitem a geração de metabólitos 

em larga escala, o desenvolvimento de ensaios bioanalíticos para os 

metabólitos e a comparação do metabolismo entre diferentes espécies, pois a 

preparação é mais simples e rápida (EKINS et al., 2000; GRAAF et al., 2002), 

fornecendo informações científicas valiosas em estágios iniciais de 

desenvolvimento de um fármaco, a um custo razoável (CASTELL & GÓMEZ-

LECHÓN, 1996). 

As técnicas in vitro utilizadas no estudo do metabolismo podem ser 

divididas em duas categorias. A primeira é composta por técnicas que utilizam 

preparações de células intactas como hepatócitos e cortes de tecido hepático e 

a segunda, pelas frações subcelulares, as quais incluem os microssomas, o 

citosol e outras organelas celulares (EKINS et al., 2000). 

 

 



 

31 
 

7.1.1. Hepatócitos 

 

Uma vez isolados, os hepatócitos podem ser mantidos em suspensão e, 

nesse caso, permanecem viáveis por apenas algumas horas, ou podem ser 

mantidos em cultura por no máximo 4 semanas. Os hepatócitos representam 

uma ótima ferramenta para analisar o perfil metabólico in vitro de uma 

variedade de fármacos. No entanto, tem sido observado que as culturas de 

hepatócitos estão sujeitas a uma perda gradual das funções específicas, em 

especial a redução da expressão das CYPs. Esta perda é diferente para 

isoformas específicas do CYP450: para algumas isoformas torna-se evidente 

após alguns dias de cultura (CYP2E1 e CYP3A4), enquanto que para outras 

permanece quase inalterada (CYP1A2 e CYP2C9) (BRANDON et al., 2003). 

Uma vantagem dos hepatócitos isolados em relação aos cortes de 

fígado é a possibilidade de criopreservação. Hepatócitos criopreservados 

mantêm a atividade da maioria das enzimas de fase I e fase II (SILVA et al., 

1999). Devido à criopreservação, hepatócitos podem ser viáveis por até quatro 

semanas (BRANDON et al., 2003). Alguns estudos, no entanto, afirmam que 

apenas 60% dos hepatócitos sobrevivem quando descongelados (WRIGHTON 

et al.; 1995).  

 

7.1.2. Cortes de fígado 

 

A incubação de fatias de fígado em meio nutritivo oferece uma poderosa 

ferramenta para o estudo de biotransformação in vitro. Este modelo necessita 

de cortadores de tecido de alta precisão para produzir fatias uniformes 

possibilitando resultados reprodutíveis. O tecido ressecado pode ser 

armazenado a 4 °C por até 48 h, sem perda de atividade enzimática. A duração 

da atividade das CYPs é curta, provavelmente devido à difusão diminuída de 

nutrientes e oxigênio na porção de tecido (BRANDON et al., 2003).  

Na segunda categoria, estão as frações subcelulares que possuem 

vantagens tais como: facilidade de preparação, baixa quantidade de tecido 

hepático necessária, capacidade de reter a atividade enzimática quando 

armazenadas por longa duração e ampla caracterização das condições ótimas 

de incubação. As desvantagens encontram-se na característica de algumas 
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enzimas que, por serem mais lábeis, requerem cofatores que devem ser 

adicionados à incubação para substituir aqueles perdidos devido à diminuição 

da integridade celular durante a preparação da fração (EKINS et al.; 1999; 

GRAAF et al., 2002) e também por possuírem potência variada (CHORGADE 

et al., 1996).  

 

7.1.3. Fração citosólica 

 

A fração citosólica do fígado contém as enzimas de fase II, N-acetil 

transferase, glutationa S-transferase, e sulfotransferase (LOHMANN & KARST, 

2008). A fração é obtida por centrifugação diferencial, como os microssomas. 

Para a atividade catalítica das enzimas de fase II são necessários vários co-

fatores. A principal vantagem é a presença de apenas três enzimas em 

concentrações mais elevadas. A capacidade de biotransformação das enzimas 

pode ser estudada separadamente ou em combinação, dependendo do 

cofatores adicionados. Uma desvantagem é que outras enzimas localizadas no 

retículo endoplasmático não podem ser estudas e, portanto, as vias 

metabólicas não podem ser investigadas com este modelo (BRANDON et al. 

2003). 

 

7.1.4. Fração S9 

 

A fração S9 do fígado contém as frações microssomal e citosólica 

(EKINS et al.; 1999). Semelhante aos microssomas, um sistema NADPH e 

cofatores são necessários para suprir a demanda de energia das enzimas do 

CYP450 e de fase II. As frações S9 oferecem uma representação mais 

completa do perfil metabólico, pois englobam a reações de fase I e II. A fração 

S9 tem sido usada desde a década de 1970, mas não de forma tão extensiva 

como os microssomas. Em alguns casos, alguns metabólitos não são vistos, 

pois a atividade enzimática global é inferior quando comparada aos 

microssomas e citosol isolados (BRANDON et al. 2003). 
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7.1.5. Microssomas 

 

Até hoje, a maioria dos estudos de metabolismo de fármacos utilizam 

frações subcelulares, dentre as quais os microssomas são os mais utilizados 

por conterem as enzimas do CYP450 (EKINS et al.; 1999; STRNAD, 2000).  

A grande disponibilidade de microssomas e sua simplicidade na 

utilização contribuem para a popularidade deste modelo in vitro. Microssomas 

hepáticos são vesículas do retículo endoplasmático do hepatócito e são 

preparados por centrifugação diferencial. Logo, contêm apenas enzimas do 

CYP450 e enzimas do sistema UGT (uridina-difosfato-glucoronil transferase). O 

sistema NADPH é necessário para suprir a demanda energética do CYP450 

(BRANDON et al., 2003). 

 Modelos in vitro, entretanto, constituem uma simplificação de um 

organismo animal mais complexo (BERNADOU & MEUNIER, 2004) e devem 

ser empregados juntamente com os modelos in vivo de forma a fornecer 

informações complementares um ao outro, explorando-se sempre as 

vantagens que cada um tem a oferecer. 

Estudos realizados com derivados acridínicos como a amsacrina 

demonstraram que estas moléculas são metabolizadas pelo sistema 

microssomal do tecido hepático de ratos. O metabolismo da amsacrina foi 

quantificado pelo seu desaparecimento em um sistema composto de 

microssomas, oxigênio, citosol (ou GSH) e sistema gerador NADPH. O 

metabolismo foi reduzido em aproximadamente 90% quando o sistema gerador 

NADPH, microssomas ou citosol foram omitidos da mistura de incubação, 

confirmando o envolvimento da amsacrina com o sistema microssomal. O 

estudo in vitro também possibilitou a identificação dos seus metabólitos, m-

AQDI e m-AQI (SHOEMAKER et al., 1984).  

REID e colaboradores (2004) avaliaram o metabolismo in vitro de outro 

derivado acridínico, a pirazoloacridina (PZA), empregando microssomas de 

fígado de camundongo e humano. A reação de oxidação gerou três 

metabólitos, 9-desmetil-PZA, N-demetil-PZA e N-óxido-PZA, identificados por 

eletroforese capilar acoplada à espectrometria de massas (EC-EM) (REID et 

al., 2004).  
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7.2. Sistemas biomiméticos de metabolismo oxidativo 

 

 Devido às dificuldades e problemas associados ao uso de sistemas 

biológicos em estudos de metabolismo, sejam eles realizados com animais 

experimentais inteiros ou com órgãos isolados, bem como em função da 

dificuldade de isolamento dos metabólitos formados, na maioria das vezes 

hidrofílicos, alguns autores tem sugerido na literatura o uso de modelos 

biomiméticos da atividade das enzimas do CYP450 (CHORGHADE et al., 1996; 

BERNADOU & MEUNIER, 2004; LOHMAN & KARST, 2008; SCHAAB et al., 

2010). 

 Os sistemas biomiméticos fornecem informações importantes como 

mecanismo e possíveis rotas do metabolismo de fármacos. Estes modelos são 

análogos sintéticos que reproduzem uma ou mais propriedades significativas 

de um sítio ativo de uma proteína. O análogo sintético não pode simular os 

efeitos ambientais e impedimentos estéricos impostos pela conformação das 

proteínas, o que pode ser considerado uma vantagem, pois eles refletem as 

propriedades intrínsecas do sítio de coordenação não modificado pelo meio da 

proteína. O análogo reproduz a reação catalítica que transforma substrato em 

produto, como faz a enzima, mesmo que a diferentes velocidades e não 

necessariamente com a mesma estereoquímica. Portanto, deve-se ter em 

mente que os modelos análogos dão alguma idéia dos possíveis mecanismos, 

delimitando os caminhos da reação, no entanto, o mecanismo enzimático pode 

ser desenvolvido somente pela própria enzima (HOLM & SOLOMON, 2004). 

 Os sistemas biomiméticos, puramente químicos, apresentam algumas 

vantagens em relação aos sistemas biológicos, tais como: levam à formação de 

diversos produtos, são fáceis de operar e podem produzir quantidades 

suficientes para o isolamento e identificação dos mesmos metabólitos 

originados in vivo; dependendo da quantidade obtida, os metabólitos gerados 

podem ser empregados em testes farmacológicos, tanto in vivo como in vitro; 

metabólitos instáveis podem ser identificados e algumas vezes isolados sob 

condições de reação controladas e consequentemente, o número de animais 

experimentais pode ser bastante reduzido (BALOGH & KESERU, 2004). 

 O progresso da pesquisa nas três últimas décadas tem desenvolvido 

diversos sistemas biomiméticos capazes de reproduzir as reações de oxidação, 
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hidroxilação e oxigenação mediadas pelo CYP450, estimulando o 

desenvolvimento de catalisadores de baixo custo que sejam eficientes e 

estáveis o suficiente para tornarem-se competitivos nos processos em larga 

escala (NAZARI et al., 2005). 

 

7.2.1 Modelos biomiméticos do citocromo P450: 

metaloporfirinas sintéticas e complexos salen 

 

Visando compreender o mecanismo das oxidações mediadas pelo 

CYP450, na década de 1970 surgiu um campo de pesquisa em catálise 

oxidativa utilizando metaloporfirinas sintéticas (LOHMANN & KARST, 2008). As 

metaloporfirinas são análogas ao grupo prostético de enzimas contendo o 

grupo heme, as quais catalisam seletivamente várias reações de oxidação com 

o mesmo metal de transição (ferro) e o mesmo ligante (protoporfirina IX). O 

controle da atividade catalítica dessas enzimas heme, em termos de 

especificidade de substrato, quimiosseletividade, ativação do agente oxidante 

ou razão de oxidação não se deve apenas ao metal ou ao ligante tetrapirrol, 

mas também a toda estrutura da proteína (SCHEID, 2009).  

Como o centro ativo no CYP450 contém ferro, os complexos de ferro 

são mais comumente utilizados, embora o manganês também seja aplicado 

nestes sistemas (BERNADOU & MEUNIER, 2004).  

A enzimas do CYP450 utilizam a molécula de oxigênio como o doador 

de átomo de oxigênio e o sistema biomimético faz uso de outros doadores de 

oxigênio como hipoclorito de sódio (NaOCl), iodosilbenzeno (PhIO), peróxido 

de hidrogênio (H2O2), terc-butilhidroperóxido (t-BuOOH) ou ácido 3-

cloroperoxibenzóico (m-CPBA) (LOHMANN & KARST, 2008; NASR-ESFAHANI 

et al., 2009). 

 Metaloporfirinas são capazes de catalisar uma ampla gama de reações 

mediadas pelo CYP450, incluindo epoxidação, hidroxilação aromática e 

alifática e oxidação de heteroátomos. A maioria dos experimentos utilizando 

metaloporfirinas são voltados para a oxidação de compostos orgânicos com 

apenas um grupo funcional, a fim de estudar um mecanismo de oxidação 

específico. Muito menos esforços têm sido empregados para simular a 

oxidação de moléculas mais complexas com uma gama de funcionalidades, 
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tais como os fármacos (LOHMANN & KARST, 2008). No entanto, alguns 

fármacos têm sido oxidados por sistemas biomiméticos do CYP450 envolvendo 

metaloporfirinas. Estes estudos têm mostrado que, apesar das limitações dos 

modelos, geralmente os mesmos metabólitos observardos in vivo são 

produzidos (BERNADOU & MEUNIER, 2004), auxiliando no entendimento do 

metabolismo pelo CYP450. Entre os exemplos de estudos com sistemas 

biomiméticos que resultaram em metabólitos semelhantes aos obtidos in vivo 

pode-se citar a lidocaína (CARRIER et al., 1993), o praziquantel (MELO et al., 

2005) e o acetaminofeno (VIDAL et al., 1993). SANTOS e colaboradores 

também estudaram modelos metaloporfirínicos na oxidação da cloroquina. 

Nesse estudo, vários metabólitos foram identificados, incluindo aqueles 

observados nos sistemas in vivo (SANTOS et al., 2005). 

Apesar de serem os modelos mais fidedignos do CYP450, os 

catalisadores metaloporfirínicos apresentam algumas desvantagens que 

impedem sua utilização em larga escala, como a difícil síntese e purificação, o 

que aumenta consideravelmente seu custo, e a atividade catalítica que não 

atinge os níveis necessários para sua utilização industrial. Sendo assim, os 

catalisadores metaloporfirínicos possuem maior potencial de aplicação na 

química fina e em estudos biomiméticos de mecanismos (MACLEOD, 2008).  

 Paralelamente à química das metaloporfirinas, o uso do ligante salen 

como catalisador de reação de ativação do oxigênio foi investigado, devido às 

características similares às metaloporifirnas: estrutura eletrônica e atividade 

catalítica (KATSUKI, 1995). No entanto, os dois complexos diferem quanto à 

estrutura química (Figura 8). O complexo salen com ligante tetradentado 

consiste de 2 nitrogênios e 2 oxigênios ao invés de 4 nitrogênios, como no caso 

das metaloporfirinas. Uma diferença significativa entre os catalisadores salen e 

as metaloporfirinas é a facilidade de síntese do primeiro, que apresenta 

rendimento superior a 90% e a elevada estabilidade, consequentemente estes 

complexos dificilmente sofrem degradação oxidativa sob condições normais 

(BOTTCHER et al.,1996). 
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               Complexo metalosalen                                      Complexo metaloporfirínico 

Figura 8. Estrutura química da metaloporfirina e do complexo de salen. 

 

 Uma grande diversidade de complexos salen com CrIII, MnIII e FeIII foram 

sintetizados e estudados. Os FeIII(salen) alcançaram aproximadamente 2/3 da 

atividade catalítica dos melhores catalisadores metaloporfirínicos em reações 

de epoxidações e hidroxilações (BOTTCHER et al., 1996) e imitaram a 

atividade das enzimas oxigenases do CYP450 catalisando a oxigenação de 

sulfetos orgânicos (SIVASUBRAMANIAN et al., 2002), enquanto os complexos 

contendo MnIII, utilizados na epoxidação de olefinas com uma variedade de 

oxidantes, forneceram um método extremamente versátil e altamente 

enantiosseletivo para a síntese orgânica, mostrando-se superiores ao seus 

análogos porfirínicos, atraindo considerável atenção nos estudos que 

biomimetizam o CYP450. Complexos de CrIII(salen) têm sido amplamente 

utilizados como catalisadores de transformações oxidativas de uma variedade 

de substratos orgânicos (VENKATARAMANA et al., 2005). Estes exemplos 

comprovam o potencial de aplicabilidade destes catalisadores. 

 Um complexo muito estudado é o chamado catalisador de Jacobsen, 

que é essencialmente um complexo quiral de Mn(salen) contendo grupos terc-

butil nas posições 3,3’, 5 e 5’ e um substituinte cicloexano nos carbonos C1’’ e 

C2’’ (Figura 9) (MACLEOD, 2008). Este catalisador possui a capacidade de 

converter olefinas não quirais a epóxidos quirais com um excesso 

enantiomérico maior que 90 % (JACOBSEN et al., 1991). Outro exemplo é 

mostrado por SENANAYAKE e colaboradores (1996) que utilizaram o 

catalisador de Jacobsen para preparar o epóxido indeno com excesso 

enatiomérico de 88 %, que é um precursor do indinavir, utilizado como inibidor 

da protease do vírus da imunodeficiencia humana. 
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A grande vantagem do catalisador de Jacobsen é a sua simplicidade de 

preparação, podendo ser sintetizado em larga escala (na ordem de 

quilogramas) com baixo custo. As reações utilizam pequenas quantidades do 

catalisador em relação ao substrato e o oxidante geralmente é de baixo custo, 

o que é essencial para a indústria (MACLEOD, 2008). 

 

 
Figura 9. Estrutura química do catalisador de Jacobsen (Cloreto de N,N’-
bis(3,5-di-t-butilsalicilideno)-1,2-diaminocicloexil manganês (III)). 

 

Embora existam muitos outros exemplos utilizando o catalisador de 

Jacobsen para epoxidação assimétrica aplicada na indústria farmacêutica e 

para preparação de intermediários utilizados na síntese de medicamentos, são 

encontrados poucos estudos do metabolismo de fármacos utilizando este 

complexo. Um dos trabalhos realizado por MACLEOD e colaboradores (2008) 

utilizou o Mn(salen) no metabolismo do anticonvulsivante primidona, formando 

os seus dois principais metabólitos, a feniletilmalondiamida e o fenobarbital, 

também formados pelo CYP450 (CPY2C9/19). Nesse trabalhos os autores 

também testaram três diferentes oxidantes (m-CPBA, t-BOOH e H2O2), onde o 

m-CPBA foi o que proporcionou um maior rendimento na formação dos 

metabólitos. Outro trabalho, realizado pelo mesmo grupo de pesquisa, mostrou 

a oxidação seletiva do anticonvulsivante carbamazepina, catalisada por 

Mn(salen), formando o seu principal metabólito, a carbamazepina-10,11-

epóxido (MACLEOD et al., 2007). 

Esses estudos recentes estimulam a utilização desses catalisadores na 

investigação da metabolização de candidatos a fármacos. Entretanto, para 

obter êxito, estudos devem ser conduzidos combinando catalisadores 
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modulados com grupos substituintes eficientes, oxidantes e condições 

reacionais adequadas que possam permitir a obtenção de altos rendimentos. 

 Uma vez que o AC04 demonstrou interessante atividade antitumoral nos 

estudos farmacodinâmicos in vivo e in vitro e considerando a importância dos 

estudos de farmacocinética pré-clínica durante o desenvolvimento de fármacos 

visando obter informações necessárias para os estudos clínicos de Fase 1, 

esta dissertação está organizada em dois capítulos.  

 O primeiro capítulo aborda a avaliação do metabolismo do candidato 

AC04 através de modelos in vitro e in vivo. Os resultados obtidos permitiram a 

redação do artigo intitulado “Metabolism evaluation of the anticancer AC04 by 

biomimetic oxidative model and rat liver microsomes”. O segundo capítulo inclui 

a avaliação farmacocinética do candidato AC04 e do seu metabólito 1-oxo-

AC04 obtido na primeira parte desse trabalho. O conjunto de resultados 

possibilitou a redação do artigo intitulado “Pre-Clinical Pharmacokinetic and 

Metabolism Investigation of the Acridine Antitumor Candidate AC04”. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO 1 

Metabolism evaluation of the anticancer candidate AC04 by 

biomimetic oxidative model and rat liver microsomes 
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thiazolidine-2,4-dione (AC04), 5-acridin-9-ylmethylene-3-(4-methyl-benzyl)-

thiazolidine-2,4-dione 1-oxide (1-oxo-AC04), liquid chromatography-tandem 

mass spectrometry (LC-MS/MS), electrospray ionization mass spectrometry 

(ESI-MS), hydrogen peroxide (H2O2), 3-chloroperoxybenzoic acid (m-CPBA), 

potential electrostatic map (MEP), multiple-reaction monitoring (MRM), internal 

standard (IS), thin layer chromatography (TLC), 1H nuclear magnetic resonance 

spectroscopy (1H NMR), proton affinities (PA), gas-phase basicities (GB), 

intravenous (i.v.), new chemical entity (NCE) 
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Abstract 

Jacobsen reagents, in the presence of monooxygen donors, appear as an 

alternative to produce metabolites from biological active compounds. This 

reaction may mimic the oxidation and oxygenation reactions of cytochrome 

P450 (CYP450) enzymes upon various drugs and biologically active 

compounds. Acridines represent a well known group of polyaromatic 

compounds capable of acting as DNA intercalating agents. Viewing to search 

for new anticancer agents, one promising new acridine, the 5-acridin-9-

ylmethylene-3-(4-methyl-benzyl)-thiazolidine-2,4-dione (AC04) (2), has been 

studied by our group and the in vitro metabolism was investigated in this work, 

aiming to advance in the pre-clinical pharmacokinetic investigation. A 

systematic investigation of the gas phase reaction, supported by computational 

chemistry, of the AC04 (2) was studied to help the structure elucidation of 

possible in vivo metabolites. To confirm the methodology, the oxidized product 

was obtained in large scale for NMR analysis and the data confirmed the 

structure. In addition, AC04 (2) was submitted to an in vitro metabolism assay 

employing rat liver microsomes and also, a pilot study was conducted in rats 

after AC04 intravenous (i.v.) dosing of 1.5 mg/kg. A single oxidized product was 

obtained from microsomal metabolism and detected in rat plasma by liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) analysis 

corresponding to the same product formed by Jacobsen-catalyzed reaction. 

These results indicate that Jacobsen oxidation reactions, combined to in vitro 

metabolism assays employing isolated microsomes, could replace some in vivo 

metabolism studies, thus reducing the use of animals in new chemical entities 

pre-clinical investigation. 

 

Keywords: AC04, antitumor candidate, oxidative metabolism, liver microsomal 

metabolism 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO 2 

Pre-Clinical Pharmacokinetic and Metabolism Investigation 

of the Acridine Antitumor Candidate AC04 
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Abstract 

Purpose AC04 is an acridine derivative with high activity against solid tumors in 

mice. The goal of this work was to investigate the pharmacokinetics and tissue 

distribution of AC04 as well as its 1-oxo-AC04 metabolite disposition in Wistar 

rats. 

Methods After a single AC04 1.5 mg/kg i.v. bolus dose blood samples were 

taken from lateral tail vein up to 120 h. AC04 and metabolite were separated 

from plasma by deproteinization and quantified by previously validated LC-

MS/MS method. Plasma protein binding was determined by ultrafiltration. AC04 

tissue disposition was evaluated after the same i.v. bolus dose. 

Results A two-compartment open model provided the best fit for AC04 

individual concentration-time profiles showing CLtot of 3.4 ± 3.4 L/h/kg, VdSS of 

137.9 ± 91.4 L/kg, AUC0-∞ of 788 ± 483 ng∙h/mL and a t1/2 of 45.5 ± 31.5 h. 

Plasma protein binding was 98.1 ± 1.6%. AC04 distribution into different organs 

showed a higher penetration in lung, spleen and liver, with AUC0-t of 798443, 

263211 and 303722 ng∙h/mL, respectively. The 1-oxo-AC04 metabolite 

represented 10% of the parent drug concentration of plasma, showing a t1/2 of 

23.2 ± 10.4 h.  

Conclusions These results suggest that despite the small free plasma fraction, 

AC04 is capable of crossing extensively and reach high concentrations at most 

tissues residing for a long time, which is important for its activity on solid 

tumors. The drug is metabolized forming 1-oxo- AC04. All results combined 

indicate that AC04 is potentially a good antitumor candidate. 

 

Keywords: AC04, antitumor candidate, pre-clinical pharmacokinetics, 1-oxo-

AC04 metabolite disposition 
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O câncer é a segunda doença mais frequente da atualidade e de difícil 

cura em alguns casos. Um dos principais métodos de tratamento do câncer é a 

quimioterapia, sendo que a maioria dos fármacos utilizados são citotóxicos e 

visam a morte celular, interfirindo no funcionamento do DNA da célula. 

Fármacos citotóxicos podem causar sérios efeitos colaterais, pois não atuam 

unicamente nas células cancerosas, uma vez que as diferenças entre células 

saudáveis e cancerosas são muito sutis. Nesse contexto, o grande desafio da 

terapia antitumoral continua sendo a descoberta de novos fármacos mais 

potentes, seletivos e seguros.  

A química medicinal na área de agentes antitumorais tem usado a 

citotoxicidade como alvo de intensos estudos, podendo-se destacar fármacos 

que utilizam como sítio de ação a tubulina e as DNA-topoisomerases I e II 

(KUFE et al., 2003). Neste cenário, o candidato a antitumoral AC04 surge como 

uma molécula promissora tendo como sítio de ação o DNA e as 

topoisomerases e tendo apresentado excelente atividade anticancerígena em 

modelos murinos. 

Visando avançar na investigação farmacológica pré-clínica do derivado 

acridínico AC04, o presente trabalho objetivou o estudo farmacocinético e do 

metabolismo in vitro e in vivo desse composto, visando obter informações 

necessárias para o futuro estabelecimento de ensaios clínicos.  

 Inúmeros estudos têm sido desenvolvidos atualmente buscando 

determinar o papel do CYP450 no metabolismo de fármacos em fase de 

desenvolvimento. As metaloporfirinas, sistemas biomiméticos do CYP450, têm 

se destacado como excelentes modelos em fases iniciais da investigação de 

metabólitos tendo como vantagem, em relação aos métodos clássicos, a não 

utilização de animais. Entretanto, poucos trabalhos têm utilizado os complexos 

de salen com a mesma função das metaloporfirinas. Considerando que os 

complexos de salen possuem algumas vantagens como custo e facilidade de 

síntese, um dos objetivos do presente trabalho foi avaliar a capacidade de um 

dos catalisadores de salen em mimetizar o CYP450 no metabolismo do AC04. 

Nas reações de oxidação através do catalisador de Jacobsen foram 

empregadas diferentes condições a fim de se obter um maior rendimento do 

metabólito. Os resultados mostraram que, no sistema empregado, o maior 

rendimento foi obtido quando se utilizou o m-CPBA como oxidante, o acetato 
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de etila como solvente e a razão molar substrato:oxidante:catalisador de 

1:150:30. A identificação do metabólito obtido na reação de oxidação foi 

realizada com auxílio da análise por IES-EM/EM, com base nos resultados 

experimentais e teóricos. Os dados sugerem que a oxidação ocorre na 

molécula de enxofre do AC04 e a estrutura foi confirmada juntamente com os 

dados de RMN de prótons. 

 Com o objetivo de estabelecer uma correlação entre o sistema químico 

biomimético e o sistema biológico utilizados no estudo do metabolismo, o AC04 

foi submetido ao metabolismo in vivo através da administração em ratos Wistar 

pela via intravenosa e ao metabolismo in vitro empregando microssomas de 

fígado de ratos. Na análise por CLAE-EM/EM dos estudos in vitro e in vivo, 

observou-se a formação do metabólito 1-oxo-AC04, correspondendo ao mesmo 

composto formado nas reações de oxidação química (1-oxo-AC04, m/z 427). 

 Os resultados deste estudo revelaram que o catalisador de Jacobsen 

mostrou ser um bom modelo na oxidação do AC04, podendo substituir alguns 

estudos do metabolismo in vivo e dessa forma reduzindo o número de animais 

utilizados na pesquisa. Este modelo também pode ser empregado para 

sintetizar o metabólito e fornecer amostras para estudos farmacológicos e 

toxicológicos, visando à ampla elucidação do metabolismo deste candidato a 

antitumoral. 

 Na seqüência dos estudos, avaliou-se tanto o perfil farmacocinético 

plasmático do AC04 e do 1-oxo-AC04, visando determinar os parâmetros que 

descrevem a disposição da droga e seu metabólito no organismo, quanto a 

distribuição da droga em diferentes órgãos e tecidos do organismo, uma vez 

que a penetração tecidual é fundamental para a ação de antitumorais. 

 O perfil farmacocinético do AC04 após adminstração i.v bolus da dose 

1,5 mg/kg a ratos Wistar foi adequadamente descrito pelo modelo aberto de 

dois compartimentos, resultando na determinação de t1/2 longo, em torno de 45 

h, um grande VdSS de 137,9 ± 91,4 L/kg, e um CLtot de 3,44 ± 3,4 L/h/kg. A 

ligação do AC04 a proteínas plasmáticas é elevada, provavelmente devido à 

lipofilia do composto, ficando em torno de 98%. 

 A análise estatística dos parâmetros farmacocinéticos obtidos por 

abordagem compartimental e não-compartimental não mostrou diferença 
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significativa ( = 0,05), comprovando que o modelo matemático escolhido foi 

adequado para descrever os dados experimentais. 

 A distribuição do AC04 foi avaliada em diferentes tecidos (cérebro, 

coração, pulmão, fígado, baço, rim e tecido adiposo) após administração de 

dose única i.v. bolus de 1,5 mg/kg. O AC04 apresentou ampla e rápida 

distribuição para os tecidos. A alta lipofilia do composto sugere que a perfusão 

nos tecidos é o passo limitante para o processo de distribuição, resultando em 

uma lenta eliminação em órgãos de baixa perfusão. Os picos de concentração 

no pulmão, fígado, baço, coração e rins foram alcançados entre 5 minutos e 1 

hora após administração.  

As maiores concentrações teciduais do AC04 foram observadas no 

pulmão em comparação com os outros tecidos investigados. Como o AC04 é 

uma molécula com características lipofílicas, esta propriedade físico-química 

poderia justificar a alta penetração pulmonar. Uma segunda explicação para a 

alta razão tecido/plasma observada nos pulmões poderia ser a presença de 

sangue nos pulmões durante a retirada do órgão, devido à alta perfusão desse 

órgão, que estaria mascarando os níveis reais determinados no 

homogeneizado de tecido. 

A prolongada fase de eliminação observada para o AC04, com uma 

meia-vida de 45 h, está relacionada com a eliminação da droga dos tecidos, 

especialmente fígado, pulmão, baço e tecido adiposo. O pico de concentração 

no tecido adiposo (compartimento periférico) foi somente alcançado em 72 

horas após a administração da droga, demonstrando que a gordura é o 

provável tecido de acumulação e, por razões de segurança, estudos 

complementares devem ser realizados para evitar uma toxicidade tardia com o 

uso continuado dessa droga.  

A baixa razão tecido/plasma observada no cérebro leva à conclusão de 

que a penetração cerebral do AC04 é muito baixa. Considerando que a barreira 

hematoencefálica atua como uma barreira ao transporte de moléculas para 

dentro do cérebro, devido à bomba de efluxo ATP-dependente como a P-gp, 

pode-se supor que o AC04 é um substrato da mesma. No entanto, mais 

estudos são necessários para confirmar esta hipótese. 

 Considerando os resultados do perfil farmacocinético do metabólito em 

ratos, observou-se que este produto é formado em pequenas quantidades, 
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representando aproximadamente 10% da concentração do AC04, calculada 

pela razão entre as ASCs do metabólito e do AC04, assumindo-se volumes de 

distribuição similares do composto e do seu metabólito. Embora as médias dos 

tempos de meia-vida do AC04 (45,5 ± 31,5 h) e do seu metabólito (23,2 ± 10,4 

h) pareçam ser diferentes, não houve diferença estatística entre eles (α = 0.05). 

Deve-se investigar se 1-oxo-AC04 contribui para a atividade do AC04 ou se ele 

é potencialmente tóxico.  

 O conjunto de resultados da investigação farmacocinética do AC04 em 

ratos mostrou que a droga se distribui amplamente nos tecidos, exceto o 

cérebro e que possui uma meia-vida extensa, acumulando-se no fígado, 

pulmão, baço e tecido adiposo. A ampla acumulação e o elevado tempo de 

meia-vida são características importantes para ação dessa droga em tumores 

sólidos. Estas conclusões, associadas aos resultados farmacodinâmicos, 

mostram o grande potencial deste composto como um novo agente antitumoral, 

cuja investigação deve ser continuada. 
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 Os estudos de farmacocinética e metabolismo do candidato a fármaco 

antitumoral AC04 possibilitaram concluir que: 

 

 O catalisador biomimético de Jacobsen levou à formação do mesmo 

produto de oxidação observado com o uso de preparação microssomal 

de fígado de ratos e in vivo, após administração do AC04, identificando 

(IES-EM, IES-EM/EM e 1H RMN) o metabólito como sendo 1-oxo-AC04; 

 

 O perfil farmacocinético plasmático do AC04 após administração i.v. 

bolus na dose de 1,5 mg/kg foi adequadamente descrito pelo modelo 

aberto de 2 compartimentos, sendo que a droga se distribui rápida e 

amplamente nos tecidos (pulmão, fígado, baço, rim, coração e tecido 

adiposo), com elevado volume de distribuição e baixa depuração, 

levando a uma meia-vida de eliminação alta;  

 

 O 1-oxo-AC04 formado in vivo atinge baixas concentrações plasmáticas, 

sendo eliminado com uma meia-vida de 23,2 ± 10,4 h.  

 

 O conjunto de resultados obtidos indica que o AC04 apresenta um 

comportamento farmacocinético adequado, que provavelmente contribui 

para a atividade observada previamente modelos murinos de tumores 

sólidos, sendo recomendada a continuação de sua investigação pré-

clínica com vistas a subsidiar estudos clínicos futuros. 
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ANEXO 1 

 

Espectro de 1H RMN do AC04 (A) e do seu metabólito 1-oxo-AC04 (B). 

   (A) 

   (B) 
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ANEXO 2 

 

Espectro de IES-EM da reação de oxidação biomimética sem adição de 

catalisador. AC04 (m/z 411). 
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ANEXO 3 

 

Espectro de IES-EM da reação de oxidação catalisada pelo complexo de 

Mn(salen)  na proporção 1:150:30 (substrato:oxidante:catalisador) em acetato 

de etila. AC04 (m/z 411) e metabólito (m/z 427). 
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ANEXO 4 

 

Espectro de IES-EM após isolamento do metabólito através de cromatografia 

em camada delgada preparativa. AC04 (m/z 411) e metabólito (m/z 427). 
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ANEXO 5 

Modelagem dos perfis plasmáticos individuais dos ratos obtidos após 

administração i.v. bolus de 1,5 mg/kg de AC04. 
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ANEXO 6 

Cartas de aprovação do Comitê de Ética no Uso de Animais da UFRGS. 
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