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  RESUMO 

O composto LQFM018 é um protótipo de fármaco com comprovada atividade 

antineoplásica in vitro (citotoxicidade contra a linhagem celular K-562 com IC50 

= 0,07652 mM) que foi obtida através de simplificação molecular a partir de 

compostos antitumorais denominados nutlins, inibidores da interação MDM2-

p53. O presente trabalho objetivou a realização do estudo de seu perfil 

farmacocinético, empregando-se, para tal, método bioanalítico validado em LC-

MS/MS. Os parâmetros analíticos utilizados em LC-MS/MS foram: coluna ACE® 

C18 (100 mm × 4,6 mm, 5 µm), fase móvel tampão 2 mM acetato de amônio 

com ácido fórmico 0,025% e metanol (50%:50%, v/v), fluxo de 1,2 mL/min, 

temperatura da coluna de 40°C, padrão interno (PI) domperidona, extração 

líquido-líquido com éter metil-terc-butil (MTBE) e volume de injeção de 3,0 μL. O 

método apresentou linearidade de 10 a 15.000 ng/mL (r = 0,9997). A precisão 

intracorrida variou de 0,6% a 5,5% e a intercorrida de 1,8% a 6,7%. A exatidão 

encontrada foi de 99,0% a 107,0% e a recuperação média dos controles foi de 

74,1% ± 4,9%. Os tempos de retenção foram de 3,16 min para o LQFM018 e 

1,81 min para a domperidona (PI). O LQFM018 foi administrado em três ratas 

Wistar na dose de 100 mg/kg, i.p. Após a administração, foram coletadas 

amostras de 0,5 mL de sangue, por canulação da veia jugular esquerda, com 

seringa heparinizada, nos tempos de 1 h, 2 h, 3 h, 4 h, 5 h, 6 h, 7 h, 8 h e 9 h. 

As amostras sanguíneas foram identificadas e centrifugadas para obtenção do 

plasma, que foi congelado a -20 ºC até o momento da análise. Os parâmetros 

farmacocinéticos (média ± DPR) foram: t1/2 = 2,89 ± 2,0 h; ClT/F = 22,01 ± 13,5 

mL/min/kg; Vd/F = 5,48 ± 3,6 L/kg. Os valores de Vd/F, t½ e ClT/F extrapolados, 

através de escala alométrica, para um indivíduo de 70 kg foram de 1.954,3 L/kg, 

12,6 h e 1800,4 mL/min/kg, respectivamente. O método bioanalítico foi 

adequado para a detecção e quantificação do LQFM018 em plasma de rato. O 

perfil farmacocinético, extrapolado em escala alométrica, apresentou alto valor 

de t1/2, elevado Vd e extenso valor de CLT, permitindo entender que o protótipo 

estudado demonstrou um bom perfil de distribuição tecidual e foi 

extensivamente eliminado. 

 

Palavras-chave: Nutlins. LQFM018. Farmacocinética pré-clínica. LC-MS/MS.
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ABSTRACT 

Study of the kinetic and allometric profile of antineoplastic prototype 

drug LQFM018 in experimental models by LC-MS/MS 

 
LQFM018 is a prototype drug with proven anticancer activity in vitro (cytotoxicity 

against K-562 cell line, IC50 = 0.07652 mM), which was obtained by molecular 

simplification from antitumor compounds called nutlins, inhibitors of the interaction 

MDM2-p53. This study aimed to determine its pharmacokinetic profile, using, to 

this end, validated bioanalytical method in LC-MS/MS. The parameters used in 

analytical LC-MS/MS were: ACE® C18 column (100 mm × 4.6 mm, 5 µm), mobile 

phase buffer 2 mM ammonium acetate with 0.025% formic acid and methanol 

(50%:50% v/v), flow 1.2 mL/min, temperature of the column 40 °C, internal 

standard (IS) domperidone, liquid-liquid extraction with methyl tert-butyl ether 

(MTBE) and injection volume of 3.0 µL. The method was linear from 10 to 15,000 

ng/mL (r = 0.9997). Intrarun precision was ranged from 0.6% to 5.5% and interrun 

from 1.8% to 6.7%. The accuracy found was 99.0% to 107.0% and the average 

recovery of controls was 74.1% ± 4.9%. The retention times were 3.16 min for 

LQFM018 and 1.81 min to domperidone. LQFM018 was administered to 3 females 

Wistar rats at 100 mg/kg, i.p. After administration, 0.5 mL samples of blood were 

collected by cannulation of the left jugular vein with heparinized syringe, at 1h, 2 h, 

3 h, 4 h, 5 h, 6 h, 7 h, 8 h and 9 h. Blood samples were identified and centrifuged 

to obtain plasma which was frozen at -20 °C until the time of analysis. The 

pharmacokinetic parameters (mean ± SD) were t½ = 2.89 ± 2.0 h; ClT/F = 22.01 ± 

13.5 mL/min/kg; Vd/F = 5.48 ± 3.6 L/kg. The values of Vd/F, t½ and CLT/F 

extrapolated using allometric scaling for a person weighing 70 kg were 1954.3 

L/kg, 12.6 h and 1800.4 mL/min/kg, respectively. The bioanalytical method was 

suitable for the detection and quantification of LQFM018 from plasma rat. The 

kinetic profile, extrapolated on allometric scaling, revealed a high value of t½, high 

Vd and long value of CLT, allowing understand that the studied prototype showed 

good tissue distribution profile and was extensively eliminated. 

 

Keywords: Nutlins. LQFM018. Pre-clinical pharmacokinetics. LC-MS/MS.
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1 INTRODUÇÃO 

 

O câncer é uma das doenças que mais causa temor na sociedade, por 

ter se tornado um estigma de mortalidade e dor. Existem quase 200 tipos de 

câncer que correspondem aos vários sistemas de células do corpo, possuindo 

variedade de causas e história natural. Sua primeira definição como uma 

doença de mau prognóstico foi feita por Hipócrates, na Grécia, em 500 a.C. 

(ALMEIDA et al., 2005; NETTO; SANTOS, 2010).  

O tratamento contra o câncer consiste em três abordagens principais: 

excisão cirúrgica, radioterapia e quimioterapia. O papel de cada uma delas 

dependerá do tipo de tumor e do estágio de seu desenvolvimento. A 

quimioterapia pode ser utilizada como terapia propriamente ou como adjuvante 

de outras formas de tratamento. Esses tratamentos podem provocar diversos 

efeitos adversos, sendo agressivos aos pacientes (RANG et al., 2012). 

A procura por novos fármacos com ação antitumoral e propriedades 

menos agressivas se justifica pela necessidade de drogas mais seletivas para a 

quimioterapia antineoplásica, visto que, além dos efeitos adversos causados 

pelos tratamentos atuais, alguns tipos de câncer ainda não possuem terapia 

farmacológica adequada (PAGNO, 2004; BUSKÜHL, 2007). 

Para a realização de estudos envolvendo novos fármacos há a 

necessidade de se passar por duas etapas: a pré-clínica e a clínica. A etapa 
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pré-clínica é realizada em modelos celulares e animais, enquanto a etapa 

clínica é feita com seres humanos. A pesquisa pré-clínica deve gerar 

informações que permitam justificar a realização de pesquisas em seres 

humanos (GOLDIM, 2007). 

Os testes pré-clínicos, de maneira geral, avaliam parâmetros 

farmacocinéticos, farmacológicos e toxicológicos, de forma a avaliar a 

segurança e a eficácia dos compostos candidatos a fármacos, por meio de 

estudos realizados in vitro, in vivo, in silico e ex vivo. Sendo assim, os ensaios 

pré-clínicos tanto podem propiciar a inovação quanto interromper uma pesquisa 

em andamento (DICKSON; GAGNON, 2004). 

Os estudos farmacocinéticos de uma substância química devem obter 

informações sobre sua absorção, distribuição, metabolismo e excreção, visando 

auxiliar o estabelecimento de uma relação entre a concentração ou a dose do 

fármaco com uma possível toxicidade, além de auxiliar no entendimento do 

mecanismo de tal ocorrência (GOMES, 2011). 

Em 2004, Vassilev e colaboradores identificaram, através de análises em 

bibliotecas de produtos químicos sintéticos, um grupo de moléculas que 

possuíam atividade antitumoral in vitro e in vivo, denominando-as nutlins. 

O mecanismo antitumoral desses compostos consiste em inibir a 

interação entre duas proteínas envolvidas no câncer: a molécula MDM2 (murine 

double minute protein) e a proteína p53 que tem atividade supressora tumoral 

(VASSILEV et al., 2004; ZHANG et al., 2011). A proteína MDM2 atua 

associando-se à molécula p53, impedindo a manifestação desta última e 

promovendo sua posterior destruição (VAN MAERKEN et al., 2006). Em cerca 
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de 50% dos tumores humanos há superprodução do inibidor MDM2 e 

diminuição da atividade da proteína p53 (SECCHIERO et al., 2008; PINOTTI et 

al., 2011).  

No ano de 2011, foi desenvolvida uma linha de pesquisa no Laboratório 

de Química Farmacêutica Medicinal (LQFM) da Faculdade de Farmácia da 

Universidade Federal de Goiás (UFG) com o intuito de obter compostos com o 

mesmo mecanismo de ação dos nutlins, na qual, através da simplificação 

molecular, conseguiu-se elaborar o desenho, a síntese e a avaliação do perfil 

antineoplásico de novos candidatos a protótipos de fármaco, obtidos a partir do 

composto nutlin-3. As moléculas obtidas foram denominadas LQFM018 e 

LQFM030. 

As moléculas sintetizadas apresentaram atividade citotóxica contra a 

linhagem celular leucêmica K-562, por intermédio do método de redução do 3-

(4,5-dimetiltiazol-2-il) 2,5-difenil brometo de tetrazolium (MTT), e menor 

concentração inibitória 50% (CI50) em relação a outros protótipos em estudo 

sendo considerados promissores agentes citotóxicos (CARVALHO, 2011; 

COSTA, 2011). 

Considerando os resultados farmacológicos iniciais, que revelaram a 

ação benéfica dos protótipos LQFM018 e LQFM030 para perfil de atividade 

antineoplásica, e os estudos cinéticos em camundongos, já realizados pelo 

Núcleo de Estudos e Pesquisas Tóxico-Farmacológicas (NEPET) da UFG, 

entende-se que é necessário continuar estes estudos visando o 

estabelecimento de sua segurança, toxicidade e perfil cinético de forma mais 

precisa (CARVALHO, 2011; COSTA, 2011; LABRE, 2012; ZOGHAIB, 2013). 
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Para tal, foi necessário o desenvolvimento e a validação de uma 

metodologia bioanalítica, uma vez que a validação metodológica garante, por 

meio de estudos experimentais, que o método bioanalítico atenda às exigências 

das aplicações analíticas, assegurando a confiabilidade dos resultados 

(BRASIL, 2012). 

Tendo-se em vista o exposto, o presente estudo teve como objetivo 

avaliar o perfil farmacocinético e alométrico do protótipo de fármaco antitumoral 

LQFM018 com o intuito de determinar parâmetros farmacocinéticos em ratos, 

via intraperitonial, utilizando-se, para tal, método desenvolvido e validado em 

cromatografia líquida de alta eficiência acoplada à espectrometria de massas 

(LC-MS/MS). 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Câncer 

 

O câncer é uma doença caracterizada pela multiplicação e propagação 

descontroladas de formas anormais das próprias células corporais, ocorrendo 

um desvio nos mecanismos de controle que regulam a sobrevida, proliferação e 

diferenciação dessas células (RANG et al., 2012; KATZUNG, 2013). 

O termo neoplasia significa novo crescimento. Os termos câncer, 

neoplasia maligna e tumor maligno são sinônimos e distinguem-se dos tumores 

benignos pelas suas propriedades de desdiferenciação, poder de invasão e 

capacidade de causar metástase, ou seja, disseminar-se para outras partes do 

corpo. É importante ressaltar ainda que tanto os tumores benignos quanto os 

malignos exibem proliferação descontrolada (RANG et al., 2012). 

A doença constitui uma das principais causas de morte nos países 

desenvolvidos (RANG et al., 2012). Em 2005, o câncer foi a causa mais comum 

de morte por doença nos Estados Unidos, sendo responsável por mais de 

500.000 casos fatais (KATZUNG, 2013). 

No Brasil, a estimativa para o ano de 2014, que será válida também para 

o ano de 2015, aponta para a ocorrência de aproximadamente 576 mil casos 

novos de câncer, reforçando a magnitude do problema do câncer no país. Em 
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2030, a carga global será de 21,4 milhões de casos novos de câncer e 13,2 

milhões de mortes por câncer, em consequência do crescimento e do 

envelhecimento da população, bem como da redução na mortalidade infantil e 

das mortes por doenças infecciosas em países em desenvolvimento (INCA, 

2014). 

A incidência, distribuição geográfica e comportamento dos diferentes 

tipos de câncer estão relacionados com múltiplos fatores, como sexo, idade, 

raça, predisposição genética e exposição a carcinógenos ambientais 

(KATZUNG, 2013). A maioria dos casos (cerca de 80%) está relacionada ao 

meio ambiente, onde é encontrado um grande número de fatores de risco. 

Dentre os fatores ambientais, destacam-se os agentes químicos (nitrito, álcool), 

físicos (radiação ultravioleta – UV) e biológicos (Helicobacter pylori, papiloma 

vírus humano – HPV). As mudanças provocadas no meio ambiente pelo próprio 

homem, os hábitos e estilos de vida adotados pelas pessoas podem determinar 

os diferentes tipos de câncer (ALMEIDA et al., 2005). 

Entretanto, é sabido que modificações em genes que controlam o 

crescimento celular são a origem de todo câncer, sendo que estas podem ser 

herdadas ou adquiridas ao longo da vida do indivíduo. O aparecimento dessas 

características anormais reflete padrões alterados de expressão gênica nas 

células cancerosas em decorrência de mutações genéticas (LOPES et al., 

2002; PINTO, 2005; MARTINEZ et al., 2009). 

Atualmente existem variadas abordagens para tratamento de câncer. As 

três principais são excisão cirúrgica, irradiação e quimioterapia (RANG et al., 
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2012). No campo farmacológico, os agentes antineoplásicos ou quimioterápicos 

antineoplásicos são medicamentos utilizados para destruir células malignas, 

com a finalidade de inibir o crescimento e disseminação de tumores (ALMEIDA, 

2010). 

 

2.2 Tratamentos contra o câncer 

 

O câncer é reconhecido como entidade diagnóstica há muitos anos, 

entretanto, as primeiras observações de regressão tumoral induzida por 

fármacos datam do início da década de 1940, com as mostardas nitrogenadas. 

Nos próximos 50 anos, diversas tentativas de identificação em modelos 

experimentais de substâncias com atividade antitumoral foram realizadas 

(SILVA, 2010). 

Nas últimas décadas, métodos de avaliação laboratorial e mecanismos 

intercelulares e intracelulares de câncer trouxeram à luz informações sobre o 

crescimento e a manutenção de células cancerosas. Etapas enzimáticas e vias 

de estimulação específica da célula maligna foram identificados, criando 

inúmeras oportunidades de intervenção farmacológica (SILVA, 2010). 

Os métodos atuais de tratamento são capazes de obter a cura em cerca 

de 33% dos pacientes através de modalidades locais, como cirurgia ou 

radioterapia, que são muito efetivas quando o tumor ainda não sofreu 

metástase. O diagnóstico precoce pode resultar em maior taxa de cura com 

estes tipos de tratamento local. A quimioterapia consegue curar apenas cerca 

de 10 a 15% dos pacientes com câncer (KATZUNG, 2013). 



 

_______________________________________________________________________________________________ 
Revisão de Literatura 23 

 

O tratamento quimioterápico constitui-se de fármacos que atuam na 

destruição de células malignas, impedindo a formação de um novo DNA (ácido 

desoxirribonucleico), bloqueando funções essenciais da célula ou induzindo a 

apoptose. Os principais agentes quimioterápicos são os agentes citotóxicos, 

como os agentes alquilantes, os antibióticos citotóxicos, os antimetabólitos e os 

derivados vegetais (Figura 1). Hormônios e anticorpos monoclonais também 

estão incluídos nessa modalidade de tratamento (TARTARI et al., 2010; RANG 

et al., 2012). 

 

Figura 1. Fármacos utilizados no tratamento das doenças infecciosas e do câncer.  

 

Fonte: RANG et al., 2012.  
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O objetivo primário da quimioterapia é destruir as células neoplásicas, 

preservando as normais. Entretanto, a maioria dos agentes quimioterápicos 

atua de forma não-específica, lesando tanto células malignas quanto normais, 

particularmente as células de rápido crescimento, como as gastrointestinais, 

capilares e as do sistema imunológico. Isto explica a maior parte dos efeitos 

colaterais da quimioterapia: náuseas, perda de cabelo e maior susceptibilidade 

às infecções (MURAD; KATZ, 1995; MACHADO, 2000; OLIVEIRA; ALVES, 

2002). 

 A prática da quimioterapia do câncer pode ser curativa em certas 

neoplasias que sofreram disseminação macroscópica ou microscópica por 

ocasião do diagnóstico. Há um crescente número de cânceres em que o uso da 

quimioterapia associada à radioterapia, seguidas de cirurgia, pode aumentar o 

índice de cura, incluindo o câncer de bexiga localmente avançado, câncer de 

mama, câncer de esôfago, cânceres de cabeça e pescoço e câncer retal 

(KATZUNG, 2013). 

A técnica cirúrgica consiste na remoção propriamente dita de tumores. A 

radioterapia, geralmente raios gama, radioisótopos como cobalto-60, raios-X e 

até prótons e mésons pi negativos, é usada comumente em conjunto com a 

cirurgia, com incremento da eficiência do tratamento. A radioterapia, mesmo 

isoladamente, pode diminuir tumores grandes, sua recorrência e a chance de 

metástase, sendo uma metodologia antineoplásica muito usada (MURAD; 

KATZ, 1995). 

A técnica antineoplásica de fotorradiação é um importante avanço no 

tratamento contra o câncer, pois permite a localização e a destruição com maior 
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seletividade pelo uso de radiação específica com fluorescência (λ de 620-640 

nm), para detecção e destruição de tumores com uso de fibras óticas. Todavia, 

essa técnica possui a limitação de ser usada clinicamente apenas em tumores 

superficiais (MACHADO, 2000). 

Outro tipo de tratamento mais atual consiste na utilização do estímulo das 

próprias defesas do corpo pela imunoterapia, como o interferon α ou a 

interleucina-2. Entretanto, apesar de promissora, a imunoterapia é ainda uma 

técnica antineoplásica adjuvante, usada especialmente para destruir as células 

cancerosas residuais após intervenção cirúrgica ou outro tratamento 

(MACHADO, 2000; ALMEIDA et al., 2005). 

 

2.3  Pesquisa e desenvolvimento de fármacos antineoplásicos 

 

Há mais de três décadas, enormes esforços estão sendo desprendidos 

para desenvolver fármacos contra o câncer através de triagem empírica e 

planejamento racional de novos compostos (KATZUNG, 2013). 

A importância da procura por novos fármacos com ação antitumoral 

consiste no fato de que ainda existem diversos tipos de tumores que não 

possuem tratamento ou são resistentes aos fármacos existentes no mercado. 

Existe ainda a necessidade de diminuir a agressividade dos tratamentos 

existentes, como a quimioterapia e a radioterapia, que afetam principalmente o 

sistema imunológico do paciente (NEVIN; VIJAYAMMAL, 2003). Dessa forma, a 

pesquisa e desenvolvimento de novos fármacos antitumorais têm sido bastante 



 

_______________________________________________________________________________________________ 
Revisão de Literatura 26 

 

incentivados por órgãos fomentadores e pela indústria farmacêutica 

(BUSKÜHL, 2007). 

Uma das primeiras etapas do desenvolvimento de um novo fármaco 

consiste na descoberta ou síntese de uma potencial nova molécula e a busca 

da compreensão de sua interação com alvos biológicos apropriados. Além dos 

estudos in vitro, os efeitos biológicos relevantes, metabolismo do fármaco, 

perfis farmacocinéticos e avaliação de sua segurança relativa, devem ser 

caracterizados em animais, antes dos experimentos serem iniciados em seres 

humanos (YUNES et al., 2001; KATZUNG, 2013). 

Dessa forma, a descoberta de uma molécula promissora, com o potencial 

de tornar-se medicamento, levará a experimentos para testar seus aspectos de 

segurança e eficácia. Estes testes são realizados em espécies animais e são 

denominados ensaios pré-clínicos. Os estudos pré-clínicos duram, em média, 4 

anos e podem gerar custos milionários, sendo divididos, de uma maneira geral, 

em farmacológicos e toxicológicos. Os estudos farmacológicos abordam 

aspectos funcionais ou farmacodinâmicos e quantitativos ou farmacocinéticos 

(SILVA, 2010).  

É na fase farmacêutica que se observam os principais problemas 

farmacotécnicos, tais como falta de solubilidade adequada, que pode 

comprometer a dissolução, passo determinante na ação do fármaco e 

estreitamente ligado à biodisponibilidade. Outros problemas que podem ser 

identificados nessa etapa consistem em falta de estabilidade das formulações e 
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propriedades organolépticas indesejáveis das mesmas (CHIN; FERREIRA, 

1999). 

Os agentes promissores que apresentam características aceitáveis 

passam para estudos clínicos de fase I, no qual, os seus efeitos farmacológicos 

e tóxicos são avaliados, no caso de pesquisas relacionadas ao 

desenvolvimento de novos fármacos antitumorais, em pacientes com câncer 

avançado (KATZUNG, 2013). 

Os ensaios clínicos são realizados em humanos e duram, em média, 6 a 

8 anos, envolvendo custos superiores a 200 milhões de dólares. Esses ensaios 

se dividem em quatro fases: fase I, que avalia a segurança e a faixa de 

dosagem; fase II, que visa estabelecer o nível de eficácia do novo fármaco; fase 

III, na qual haverá um aprofundamento acerca do estudo do perfil do fármaco; e 

fase IV, que trata da farmacovigilância (SILVA, 2010). O processo de pesquisa 

por novos fármacos encontra-se ilustrado na figura 2. 
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Figura 2. Processo de pesquisa e desenvolvimento de novos 
fármacos.

 

Fonte: OLIVEIRA et al., 2006. 

 

Atualmente, muitos candidatos a protótipos de fármaco para tratamento 

de câncer encontram-se na fase de experimentos clínicos ou revisão pelo Food 

and Drug Administration (FDA). Em 2011, foi divulgada uma lista com 887 

candidatos a protótipos de fármacos, dos quais muitos contemplam alta 

tecnologia para combater a doença, enquanto outros envolvem pesquisas 

inovadoras aplicadas ao melhoramento de medicamentos existentes 

(CASTELLANI, 2011). 

Em circunstâncias ideais, os fármacos antineoplásicos devem erradicar 

as células cancerosas sem danificar os tecidos normais. Contudo, não existem, 

fármacos disponíveis totalmente desprovidos de toxicidade, o que exige, de seu 
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uso clínico, que os benefícios sejam confrontados com a toxicidade, buscando 

um índice terapêutico favorável (KATZUNG, 2013). 

As classes de fármacos antintumorais recentemente desenvolvidas 

incluem: inibidores da transdução de sinais, que atuam em vias de sinalização 

críticas, essenciais para o crescimento e proliferação das células; inibidores dos 

microtúbulos, dirigidos contra o aparelho do fuso mitótico; agentes que induzem 

ao processo de diferenciação, desenvolvidos para forçar as células 

antineoplásicas a formar células de estágio terminal com diminuição acentuada 

do potencial proliferativo; agentes antimetastáticos, destinados a reduzir o 

potencial invasivo das células neoplásicas através de alterações nas 

propriedades da superfície dessas células; agentes antiangiogênicos, 

desenvolvidos para inibir a formação da vasculatura do tumor; agentes 

radiossensibilizantes tumorais e radioprotetores de tecidos normais, que 

objetivam aumentar a eficácia terapêutica da radioterapia; agentes 

citoprotetores, desenvolvidos para proteger os tecidos normais dos efeitos 

tóxicos da quimioterapia; e, por fim, os agentes modificadores da resposta 

biológica, que alteram as reações metabólicas e imunológicas entre o tumor e o 

hospedeiro (KATZUNG, 2013). 

 

2.4 Nutlins: A proteína p53 como alvo potencial de fármacos antitumorais 

 

Diversos genes encontram-se envolvidos no processo da carcinogênese, 

particularmente os que regulam a estabilidade e o reparo do DNA, crescimento 

celular, imunidade e quimio-resistência aos fármacos. Um importante grupo de 
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genes envolvidos nesse processo são aqueles denominados genes 

supressores tumorais, os quais agem como reguladores da proliferação celular. 

O gene p53 pertence a esse grupo e sua mutação ou inativação implica no 

surgimento do câncer por levar a um aumento de uma população celular com 

maior instabilidade genética (HARRIS; HOLLSTEIN, 1993; YONISH-ROUACH, 

1997). 

Mutações do gene p53 são consideradas as alterações genéticas mais 

freqüentes nos tumores malignos humanos, ocorrendo em cerca de 60% das 

neoplasias (CAVALCANTI JÚNIOR et al., 2002; PINOTTI et al., 2011). 

O gene supressor tumoral p53 encontra-se situado no braço curto do 

cromossomo 17 e apresenta peso molecular de 20 Kb. O produto da transcrição 

desse gene é uma proteína nuclear de 53 kD, denominada proteína 53 ou 

simplesmente p53, que é uma fosfoproteína nuclear constituída de 375 

aminoácidos. A proteína p53 foi descrita pela primeira vez em 1979, sendo 

inicialmente referida como proteína oncogênica. Somente em 1989, a proteína 

foi descrita como gene supressor tumoral (HARRIS; HOLLSTEIN, 1993; 

MOWAT, 1998; JAYRAMAN; PRIVES, 1999). 

A p53 selvagem ou wild type é a forma funcionalmente ativa da proteína 

e apresenta uma estrutura molecular tetramérica, ou seja, com quatro 

subunidades básicas idênticas entre si. Essas subunidades são formadas por 

quatro domínios que representam unidades funcionais distintas. O segmento da 

região amino-terminal é composto por 80 aminoácidos e está relacionado com a 

capacidade de transativação de outros genes. O domínio localizado entre os 

aminoácidos 100 e 300 representa a parte central e é responsável pela 
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capacidade de ligação com a molécula de DNA. Na porção carboxi-terminal, 

localizam-se os sítios de dimerização, existindo ainda a região de 

tetramerização das quatro unidades básicas da molécula p53. Essas quatro 

subunidades da proteína p53 se juntam, constituindo a forma funcionalmente 

ativa da molécula que possui vida média curta, sendo degradada em torno de 6 

minutos, o que pode dificultar sua detecção (WOLKOWIC; ROTTER, 1997; 

YONISH-ROUACH, 1997; MOWAT, 1998). 

A função básica da p53 é monitorar a integridade do genoma e impedir a 

proliferação de células com DNA mutado. No caso de lesão no DNA por 

agentes físicos tais como radiação ultravioleta, raios gama ou ainda, por 

produtos químicos mutagênicos, o gene p53 é ativado, levando à transcrição da 

proteína p53. O acúmulo dessa proteína no núcleo da célula inibe o ciclo 

mitótico no início da fase G1 e ativa a transcrição de genes de reparo do DNA, 

impedindo desta forma a propagação do erro genético para as células filhas. No 

entanto, se o reparo do DNA não for efetuado de forma satisfatória, a proteína 

p53 dispara o mecanismo de morte celular programada denominado apoptose. 

Devido à sua ação protetora do DNA, a p53 é denominada “guardiã do genoma” 

(LANE, 1992; PROKOCIMER; ROTTER, 1994; MORGAN; KASTAN, 1997; 

ALMONG; ROTTER, 1998). 

Após realizado o reparo do DNA, a proteína p53 é degradada pela ação 

de uma outra proteína denominada MDM2, produto do gene mouse double 

minute 2 (mdm-2). Em células que apresentam inativação da proteína p53, 

devido a mutações no gene p53, não ocorre a parada do ciclo celular 

necessária para o reparo do DNA ou não ocorre a ativação do mecanismo de 
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apoptose. Essas células, geneticamente instáveis, tendem a acumular 

mutações e rearranjos cromossômicos adicionais, levando a uma rápida 

proliferação de clones de células com DNA mutado e transformação neoplásica 

(ALMONG; ROTTER, 1998). 

A proteína p53 pode sofrer perda de sua função devido a fatores como 

alteração genética, interação da proteína p53 com proteínas virais, como a 

EBNA5 do vírus Epstein Barr, ou interação da proteína p53 com outras 

proteínas regulatórias do ciclo celular, como a proteína MDM2 (SOUSSI, 2000).  

A proteína MDM2 é o principal regulador negativo da atividade e 

estabilidade da p53. A p53 ativa a expressão da MDM2 que, em resposta, a 

reprime, através da sua ligação ao seu domínio de transativação. A MDM2 

promove a regulação da p53 através de três mecanismos: bloqueio de sua 

capacidade de ativar transcrição; age como uma ubiquitina ligase e promove 

sua degradação; e favorece seu transporte para fora do núcleo (MOMAND, 

2000). Em cerca de 50% dos tumores humanos há superprodução do inibidor 

MDM2 e diminuição da atividade da proteína p53 (PINOTTI et al., 2011). 

Dessa forma, a ativação da via da p53 através da inibição da MDM2 vem 

sendo proposta como uma nova alternativa terapêutica antitumoral, uma vez 

que diversos estudos têm demonstrado que a ruptura da interação p53-MDM2 

por diferentes abordagens macromoleculares ou pela supressão da expressão 

da MDM2 pode levar à ativação da p53 e inibição do crescimento do tumor 

(ZHANG; WANG, 2003; ANDREOTTI et al., 2011; NAG et al., 2013). 

Essas descobertas têm levado a estudos de diversos potenciais agentes 

antitumorais que atuem na interação p53-MDM2, tais como os nutlins, o oxindol 
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e o quinolinol, cuja eficácia ainda deve ser determinada (DESILET et al., 2010). 

Além disso, as drogas genotóxicas, doxorrubicina (antibiótico da família das 

antraciclinas) e fosfato de etoposido (inibidor da enzima topoisomerase II) foram 

analisadas demonstrando induzir o acúmulo de p53 ativa (PIMENTA et al., 

2013). Dentre os compostos citados, os nutlins têm recebido maior atenção por 

parte dos pesquisadores por conta de sua potente e específica atividade 

inibitória da interação p53-MDM2 (VASSILEV et al., 2004). 

Os nutlins (Figura 3) são análogos da cis-imidazolina, constituindo 

compostos centrados em um heterociclo contendo nitrogênio que possuem a 

capacidade de deslocar a proteína p53 do seu complexo com a MDM2 com 

valores IC50 que variam na faixa de 100 nM a 300 nM. Teoricamente, eles se 

ligam ao domínio hidrofóbico do MDM2, deslocando a proteína p53. A 

vizualização dessa ligação foi possível com o uso de análises cristalográficas 

da estrutura tridimensional do processo. Os nutlins mimetizam a região de 

ligação helicoidal da p53, interagindo com a fenda hidrofóbica da MDM2. 

Verificou-se que os nutlins são capazes de bloquear a ligação MDM2–p53, 

conduzindo a apoptose e inibição do crescimento de xenotransplantes tumorais 

humanos em camundongos nude (VASSILEV et al., 2004; SHANGARY; WANG, 

2009).  
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Figura 3. Fórmulas estruturais dos análogos de nutlin. 

 

Fonte: VASSILEV et al., 2004. 

 

Portanto, os nutlins agem como antagonistas potentes e seletivos da 

MDM2, que ativam a via p53, ocasionando a interrupção do ciclo celular e 

levando à apoptose em células cancerosas que possuem o tipo selvagem do 

gene p53. Dessa forma, os nutlins, por proporcionarem a restauração da função 

do gene p53, possuem um potencial uso terapêutico excelente nos casos de 

tumores que retêm o tipo selvagem da proteína p53, particularmente onde a 

atividade de MDM2 estiver aumentada inadequadamente (VAN MAERKEN et 

al., 2006). 

Como descrito por Vassilev et al., (2004), existem três análogos 

estruturais do nutlin. O nutlin-3 apresenta dois enantiômeros, dos quais, apenas 

um, o chamado enantiômero-a, possui atividade de interação potente, ao passo 

que o enantiômero-b possui atividade 150 vezes menor. O composto nutlin-3a 

revelou-se eficaz contra uma variedade de tumores, como neuroblastoma, 

linfoma, rabdiomiossarcoma e leucemia linfoblástica aguda. Estudos de 

alterações em sua estrutura molecular tendem a obter novos compostos com 

diferentes características farmacocinéticas e farmacodinâmicas (VAN 
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MAERKEN et al., 2006; GU et al., 2008; MIYACHI et al., 2009; TABE et al., 

2009). 

 

2.5 LQFM018 

 

Embora os nutlins apresentem comprovada ação na inibição da ligação 

das proteínas p53 e MDM2, resultando em atividade antitumoral, esses 

compostos são moléculas grandes e muito lipossolúveis (LogP = 5,43), 

apresentando diversos grupamentos susceptíveis de sofrer reações 

metabólicas (CARVALHO, 2011; MENEGATTI, 2011; CHEMBL, 2015). 

Dessa forma, o Laboratório de Química Farmacêutica Medicinal (LQFM) 

da Faculdade de Farmácia da UFG investiu em estudos de simplificação 

molecular destes compostos visando a obtenção de moléculas com mecanismo 

de ação semelhante, atingindo resultados promissores quanto ao novo desenho 

molecular, as reações de síntese e o mecanismo antineoplásico. Desta 

pesquisa, originaram-se novos candidatos a protótipos de fármaco, derivados 

do protótipo nutlin-3, o LQFM018 ((4-[1-(4-clorofenil)-1H-pirazol-4-ilmetil]-

piperazin-1-ácido etil éster carboxílico) (Figura 4) e o LQFM030 (1-(4-((1-(4-

clorofenil)-1H-pirazol-4-il)metil)piperazin-1-il)etanone) (Figura 5) (CARVALHO, 

2011). 
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Figura 4. Estrutura molecular do LQFM018. 
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Fonte: CARVALHO, 2011. 

 
 

Figura 5. Estrutura molecular do LQFM030. 

 

Fonte: CARVALHO, 2011. 

 
 

Para a síntese do LQFM018 e do LQFM030 foi empregada uma 

metodologia com poucas etapas de síntese e bom rendimento químico. Além 

disso, suas obtenções foram planejadas por meio de sínteses convergentes, 

demonstradas em relatório de requerimento de patentes (CARVALHO, 2011; 

MENEGATTI, 2011). 
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Estudos prévios demonstraram que o LQFM018 e o LQFM030 

apresentaram excelentes perfis citotóxicos, aumento de sobrevida e efeitos 

estatisticamente significativos identificados sobre o ciclo celular das células K-

562, análises feitas através do método de exclusão do azul de tripano e método 

do MTT (COSTA, 2011; MENEGATTI, 2011).  

O mecanismo antitumoral do composto LQFM018 decorre principalmente 

de necrose, embora ocorra também apoptose celular (COSTA, 2011). O 

grupamento piperazina presente no LQFM018 pode ser o responsável por sua 

ação antitumoral. Algumas atividades desse composto heterocíclico 

demonstram que ele pode agir em vários alvos farmacológicos. Exemplos 

dessas atividades são: a presença do núcleo piperazínico em uma ampla 

cadeia de compostos biológicos ativos anti-câncer; o fato de poder atuar 

bloqueando canais de cálcio; e ainda o fato de funcionar como antagonista da 

histamina (GILLARD et al., 2002; GUO et al., 2004; KUMAR et al., 2009). 

Diversos estudos com substâncias sintéticas contento o grupamento 

piperazina vêm sendo desenvolvidos, a fim de comprovar sua atividade 

antitumoral. Chakrapani e colaboradores (2008) avaliaram a atividade 

antitumoral de análogos homopiperazínicos concluindo que esses compostos 

possuíam atividade contra células cancerosas. Estudo realizado por 

Nandurkikar e colaboradores (2009) também avaliou a atividade antitumoral da 

piperazina e análogos homopiperazínicos, assim como estudo similar realizado 

por Gillet e colaboradores (1998), todos comprovaram a ação antineoplásica do 

grupamento químico. Comprovada a atividade farmacológica anticâncer da 
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piperazina e partindo-se do conhecimento de que o composto LQFM018 

apresenta essa subunidade (Figura 6) em sua estrutura química, o anel 

piperazínico pode ser apontado como o possível responsável pela ação 

antitumoral do LQFM018. 

 

Figura 6. Estrutura molecular do LQFM018 com o anel de piperazina em destaque. 

N
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Fonte: CARVALHO, 2011 (adaptação). 

 

O LQFM018 promove diminuição da geração de espécies reativas de 

oxigênio e do potencial de membrana mitocondrial das células tumorais. O IC50 

do composto é de 0,07652 mM. Testes de toxicidade oral aguda classificaram o 

composto como sendo de baixa toxicidade, com DL50 de 2.500 mg/kg (COSTA, 

2011). Além disso, a molécula possui caráter lipofílico, logP = 2,48 

(CARVALHO, 2011). 

Embora compostos antitumorais, assim como o LQFM018 e o LQFM030 

sejam alvos de grande interesse pela indústria farmacêutica, ainda não existem 
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uma disponibilidade razoável de dados na literatura sobre os perfis 

farmacocinéticos destes agentes. 

Estudos em animais auxiliam a compreensão das ações de novos 

protótipos a candidatos a fármacos, como o LQFM018, permitindo estabelecer 

seu perfil farmacocinético e com ele sua segurança e toxicidade. O 

conhecimento dos parâmetros farmacocinéticos básicos e o potencial de 

acúmulo em tecidos e órgãos da substância testada contribui com estudos de 

toxicidade, na avaliação da adequação e da sua relevância, possibilitando uma 

extrapolação para o risco e/ou avaliação de risco em humanos (GOMES, 2011). 

 

2.6 Farmacocinética pré-clínica 

 

 A farmacocinética estuda quantitativamente a cronologia dos processos 

de administração, absorção, distribuição, biotransformação ou metabolismo e 

excreção dos fármacos (Figura 7), elucidando o movimento do fármaco através 

do organismo. Estudos farmacocinéticos permitem a melhor compreensão da 

ação de um fármaco no organismo, uma vez que a intensidade e duração dos 

efeitos terapêuticos dos fármacos dependem de sua absorção, distribuição, 

metabolismo e excreção (LIN, 1998; SILVA, 2010; FAN; LANNOY, 2014). 
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Figura 7. Absorção, distribuição, metabolismo e excreção dos fármacos. 

 

Fonte: GOLAN et al., 2012. 29p. 

 

Segundo Hodgson (2001), não importa quão ativa seja uma entidade 

química, ela não poderá se tornar um fármaco se não apresentar propriedades 

absortivas adequadas, se distribuir para os locais corretos do organismo, não 

ser metabolizada de uma forma que perca instantaneamente sua atividade e 

ser eliminada de forma adequada. Sendo assim, a avaliação das propriedades 

de um composto sem o conhecimento das propriedades farmacocinéticas, 

mesmo em um nível rudimentar, seria inútil (FAN; LANNOY, 2014). 

Uma importante aplicação prática da farmacocinética é a pesquisa de 

aspectos da farmacocinética clínica de medicamentos novos, como, por 

exemplo, a meia-vida, clearance renal, volume aparente de distribuição, 

alterações de biodisponibilidade, dentre outros (LIN, 1998; SILVA, 2010). No 

desenvolvimento de um novo fármaco, o estudo farmacocinético é de suma 
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importância, sendo responsável por 60% das falhas encontradas na fase clínica 

(HAMSA et al., 2013). 

A abordagem clássica para a determinação dos parâmetros 

farmacocinéticos consiste na obtenção de amostras sanguíneas ou 

plasmáticas, com posterior análise, a fim de determinar as concentrações do 

fármaco em relação a curva de tempo (GOMES, 2011; FAN; LANNOY, 2014). 

Os dois parâmetros básicos são a depuração, que é avaliada pela medida da 

capacidade do organismo de eliminar o fármaco, e o volume de distribuição, 

que representa a medida do espaço aparente no organismo capaz de conter o 

fármaco (ZHANG et al., 2011; KATZUNG, 2013). 

No estudo da absorção de fármacos, diversos itens devem ser analisados. 

Fatores como as propriedades das moléculas do fármaco, os locais de 

absorção, assim como as vias de administração podem interferir em sua 

absorção. A distribuição e a excreção do fármaco são igualmente influenciados 

por esses fatores. Consequentemente, nem todo fármaco que é administrado 

torna-se disponível para uso pelo organismo. Dessa forma, a biodisponibilidade 

indica a porção do fármaco que atinge a circulação geral na forma inalterada, 

após a administração (SILVA, 2010; FAN; LANNOY, 2014). 

Estudos farmacocinéticos também elucidam a concentração vs tempo de 

coleta, buscando parâmetros como a concentração plasmática máxima do 

fármaco (Cmax); o tempo de concentração máxima do fármaco (tmax); e a área 

situada sob a curva de concentração sanguínea versus tempo (ASC) que é a 
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medida fiel da quantidade de fármaco que penetra na circulação sistêmica 

(SILVA, 2010). 

O parâmetro da meia-vida farmacológica (t½) indica o tempo necessário 

para que um determinado valor de concentração plasmática de um fármaco se 

reduza à metade, além de revelar dados importantes utilizados nas 

interpretações de seus efeitos terapêuticos ou tóxicos, assim como a duração 

destes e do adequado regime posológico (SCHELLACK, 2006; SILVA, 2010). 

Em seu processo de distribuição, o fármaco é transportado pelo sangue 

e outros fluidos a todos os tecidos do corpo. O volume aparente de distribuição 

(Vd) é o parâmetro que relaciona-se com esse processo e representa o volume 

no qual uma dose específica do fármaco deve ser solubilizada, visando atingir a 

mesma concentração plasmática (SCHELLACK, 2006). 

O clearance constitui o parâmetro farmacocinético que representa o 

índice de eliminação originária do compartimento central, ou seja, o sangue, e 

depende da constante de eliminação (Kel). Sendo assim, o clearance representa 

a remoção completa de determinado soluto ou substância de um volume 

específico do sangue em determinada unidade de tempo (SILVA, 2010). 

O clearance é inversamente proporcional ao t1/2 e diretamente 

proporcional ao Vd. Para qualquer valor de Vd, quanto maior for o clearance do 

fármaco, maior será sua eliminação; para qualquer valor da t1/2, quanto maior o 

Vd, maior o clearance do fármaco (SILVA, 2010; FAN; LANNOY, 2014). 
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Entretanto, o estudo de perfil farmacocinético de protótipos ou fármacos, 

necessita de ferramentas analíticas adequadas à quantificação do fármaco ou 

de metabólitos em material biológico (FAN; LANNOY, 2014).  

 

2.7 Validação de metodologias bioanalíticas 

 

Dentre os métodos de determinação das concentrações de fármacos nos 

fluidos corporais, um dos mais utilizados são os métodos cromatográficos, 

como a cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC). Esse método apresenta 

como vantagens sua alta sensibilidade e ampla aplicabilidade a diversas 

substâncias de interesse nos vários campos da ciência. Além disso, apresenta 

maior rapidez e simplicidade no preparo das amostras com menor custo em 

relação à cromatografia gás-líquido (SKOOG et al., 2002). 

A separação cromatográfica observada na cromatografia se baseia na 

migração diferencial dos componentes de uma mistura por diferentes interações 

entre as fases móvel e estacionária. Essas interações tornam diferentes as 

velocidades de corrida dos componentes da mistura, formando seus respectivos 

picos cromatográficos identificados pelos detectores, de diversos tipos e 

especificidades. Dentre os detectores mais utilizados, pode-se citar o de 

espectro de massa - MS, ultravioleta visível – UV-Vis, índice de refração e UV 

com detector de arranjo de diodos – DAD (CASS; DEGANI, 2001). 
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A Resolução RDC nº 27 de 2012 preconiza que para moléculas passíveis 

de análise por métodos cromatográficos, estes devem ser a primeira escolha. 

Esta RDC, que revogou a parte referente à validação de métodos bioanalíticos 

da RE n° 899 de 2003, possui como objetivo geral estabelecer os requisitos 

mínimos para a validação de métodos bioanalíticos empregados em estudos 

para registro e pós-registro de medicamentos no Brasil, servindo como guia 

oficial para validações de metodologias analíticas (BRASIL, 2012). 

Antes da implementação de um método bioanalítico, deve ser realizada 

sua validação, esta deve conter ensaios que contemplem os parâmetros de 

precisão, exatidão, curva de calibração, efeito residual, efeito matriz, 

seletividade e estabilidade, conforme as características e especificações de 

cada ensaio, como descrito a seguir (BRASIL, 2012). 

A curva de calibração é construída para constatar a relação entre a 

resposta do instrumento e a concentração conhecida do analito. Na curva de 

calibração, 75% dos padrões de calibração devem estar aprovados, incluindo o 

limite inferior de quantificação (LIQ) e o limite superior de quantificação (LSQ) 

para serem utilizados na determinação da equação. O coeficiente de correlação 

será aceito se for igual ou maior do que 0,98 (BRASIL, 2012). 

A análise da precisão indica a proximidade dos resultados obtidos por 

repetidas aferições de múltiplas alíquotas de uma única fonte de matriz, ao 

passo que a exatidão indica a concordância entre o resultado de um ensaio e 

seu valor de referência. As variações desses ensaios não devem exceder 20% 
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e 15% para o limite inferior de quantificação e para os demais controles, 

respectivamente (BRASIL, 2012). 

A capacidade do método em diferenciar e quantificar o analito e padrão 

interno na presença de outros componentes da amostra representa a 

seletividade. A seletividade da técnica bioanalítica deve ser capaz de evitar que 

picos cromatográficos interferentes nos tempos de retenção dos analitos e 

padrão interno, caso ocorram, não excedam em mais de 20% para os analitos e 

5% para o padrão interno (BRASIL, 2012). 

O efeito matriz consiste no efeito de componentes da matriz biológica 

sobre a resposta do analito ou do padrão interno. O coeficiente de variação 

obtido através do ensaio não deve ultrapassar 15% (BRASIL, 2012). 

A análise do efeito residual tem por finalidade detectar qualquer aumento 

de sinal do analito ou padrão interno causado por contaminação proveniente de 

amostras analisadas anteriormente. A técnica bioanalítica deve ser capaz de 

evitar que picos cromatográficos interferentes e provenientes de injeções 

anteriores, e que tenham tempos de retenção semellhantes aos tempos de 

retenção dos analitos e do padrão interno não excedam em mais de 20% para 

os analitos e 5% para o padrão interno (BRASIL, 2012). 

A recuperação consiste na eficiência de extração de um método 

analítico, dentro de um limite de variação. Valores próximos a 100% são 

desejados, porém admite-se valores menores, desde que a recuperação seja 

precisa e exata. O ensaio de recuperação está contido apenas na RE 899 de 
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2003 (BRASIL, 2003), cujo conteúdo referente à validação bioanalítica foi 

revogada pela vigente RDC 27 de 2012 (BRASIL, 2012). 

 Por fim, o estudo de estabilidade visa determinar se a concentração de 

um analito se mantém dentro de limites estabelecidos, numa dada matriz, sob 

condições específicas (BRASIL, 2012). 

Estudos in vivo, antecedidos por suas respectivas validações 

bioanalíticas, são necessários para compreender as ações de novos candidatos 

a protótipos de fármacos, visando o estabelecimento de sua segurança e perfil 

farmacocinético.  

Tendo em vista o potencial terapêutico do candidato a protótipo de 

fármaco antitumoral LQFM018, estudos acerca de seus parâmetros iniciais de 

caracterização cinética se fazem necessários, visando a elucidação de novas 

perspectivas e descobertas de possível aplicação antineoplásica, inclusive em 

humanos, o que exige conhecimento de pesquisa translacional, especialmente 

visando extrapolar os parâmetros farmacocinéticos de animais para humanos, 

com base em escalas alométricas (BARBOSA, 2007; FAN; LANNOY,  2014). 

 

2.8 Alometria e escalas alométricas 

 

Os animais são distintos entre si, possuindo formas corporais e 

tamanhos diferentes, o que lhes confere ajustes em suas estruturas e funções 

para compensar as mudanças físicas, geométricas e biológicas. O ramo da 
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biologia que se preocupa com essas mudanças de escala denomina-se 

alometria (alo = diferente; metria = medida) (BARBOSA, 2007). 

Escala farmacocinética é a disciplina que prediz parâmetros 

farmacocinéticos em humanos baseados em dados obtidos a partir de outra 

espécie. A escala alométrica fundamenta-se nas diferenças de tamanho 

corporal, sem a necessidade de examinar seus mecanismos subjacentes, 

admitindo-se, portanto, que há similaridades anatômicas, fisiológicas e 

bioquímicas entre alguns animais, as quais podem ser descritas por modelos 

matemáticos (MORDENTI, 1985; LIN, 1998). Está bem estabelecido que muitos 

processos fisiológicos e tamanho de órgãos exibem intensa relação com o peso 

corporal das espécies, e essa relação é a base científica das escalas 

alométricas (CHAPPELL; MORDENTI, 1991).  

Huxley (1936) introduziu à biologia a equação alométrica (Equação 1): 

 Equação 1 

Onde Y é a variável biológica a ser mensurada; W é o peso corporal do 

animal ou outra medida de tamanho, como área superficial; e “a” e “b” são 

constantes, o coeficiente e o expoente alométrico, respectivamente. Quando o 

parâmetro farmacocinético é avaliado em apenas uma espécie, a equação 2 

pode ser utilizada para estimar este parâmetro em humanos (BOXENBAUM, 

1980; GUNTHER; MORGADO, 2003; FAN; LANNOY, 2014). 

 

Equação 2 
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Onde Y representa o valor do parâmetro farmacocinético e W é o peso 

corporal. O valor do expoente b é uma constante e está relacionado ao tipo de 

parâmetro a ser mensurado: 0,25 (para tempo de meia-vida); 1,0 (para volume 

de distribuição); e 0,75 (clearance renal e hepático) (JANG et al., 2001; FAN; 

LANNOY, 2014). O clearance, o volume de distribuição e o tempo de meia-vida 

são os três parâmetros farmacocinéticos mais frequentemente extrapolados 

(MAHMOOD, 2007; FAN; LANNOY, 2014).  

A estimativa de valores encontrados em estudos farmacocinéticos em 

animais para seres humanos adultos é realizada com a finalidade de se ter uma 

melhor noção da realidade dos parâmetros encontrados, uma vez que é 

evidente que os eventos fisiológicos relacionados à absorção, distribuição, ação 

e eliminação de drogas no organismo de animais menores sejam diferentes 

daqueles observados nos animais maiores (PACHALY; BRITO, 2000).  

Nesse contexto, entra o método de extrapolação alométrica interespécie 

que compara matematicamente animais de massas diferentes, colocando-os 

dentro do mesmo padrão numérico. A comparação alométrica permite que 

sejam calculadas doses e frequências de administração de medicamentos para 

indivíduos diferentes daqueles para os quais já se realizaram estudos 

farmacocinéticos, com base em suas necessidades energéticas (FREITAS; 

CARREGARO, 2013). 

Dessa forma, a extrapolação de dados em animais para predizer 

parâmetros farmacocinéticos em humanos se tornou uma importante 

ferramenta no processo de desenvolvimento de fármacos, tendo se tornado o 
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método de escolha para extrapolação interespécies. Essa extrapolação é útil 

ainda para selecionar a primeira dose em humanos baseada nos parâmetros 

farmacocinéticos estimados (BOXENBAUM; DiLEA, 1995; SHARMA; McNEIL, 

2009; MAHMOOD, 2007). 
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3 OBJETIVO 

Determinar o perfil farmacocinético e alométrico do candidato a protótipo de 

fármaco antitumoral LQFM018 em ratos, via intraperitonial, através de 

metodologia desenvolvida e validada em LC-MS/MS e avaliar esses valores 

extrapolados para humanos através de escala alométrica. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Aspectos gerais 

 

O estudo é do tipo experimental, analítico e quantitativo, e foi realizado 

no laboratório do Núcleo de Estudos e Pesquisas Tóxico-Farmacológicas da 

UFG – NEPET-UFG, no biotério da Faculdade de Farmácia da UFG e no 

Instituto de Ciências Farmacêuticas de Estudos e Pesquisas, ICF S/A Ltda. 

 

4.2 Aspectos éticos 

 

Este estudo foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais da 

UFG (CEUA/UFG), protocolo nº 042/2013. 

Os procedimentos envolvendo o manejo e cuidados com os animais 

foram realizados segundo preceitos legais estabelecidos pela “Lei Arouca”, Lei 

nº 11.794, de 8 de outubro de 2008, que regulamenta o inciso VII do § 1º do art. 

225 da Constituição Federal, estabelecendo procedimentos para o uso científico 

de animais (BRASIL, 2008). 
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4.3 Materiais 

 
4.3.1 Reagentes e animais 

 

Para a realização dos procedimentos do estudo, foram utilizados os 

seguintes reagentes: propilenoglicol PA (Synth Labsynth Ltda, São Paulo, SP, 

Brasil); etanol PA (Tedia Brazil Produtos para Laboratórios Ltda, Rio de Janeiro, 

RJ, Brasil); metanol, grau HPLC (J. T. BAKER, Avantor Performance Materiais, 

S.A., México); MTBE (éter metil-terc-butil) grau HPLC/Espectro (Tedia Brazil 

Produtos para Laboratórios Ltda, Rio de Janeiro, RJ, Brasil); ácido fórmico PA 

(Scharlau, Scharlab S. L., Espanha); hidróxido de sódio PA (Scharlau, Scharlab 

S. L., Espanha); acetato de amônio PA (J. T. BAKER, Avantor Performance 

Materiais, S.A., México); água ultrapura, obtida do sistema Milli-Q (Millipore) 

utilizando o ultrapurificador de água Direct-Q Millipore (São Paulo, SP, Brasil); 

LQFM018, sintetizado pelo Laboratório de Química Farmacêutica Medicinal da 

UFG; e domperidona CRS Farmacopeia Europeia, utilizada com padrão interno 

(PI). 

Os animais utilizados para experimentação foram ratas saudáveis, com 

peso médio de 197 g, idade aproximada de doze (12) semanas, provenientes 

do Biotério Central da UFG, em Goiânia, GO. 

 

 

 



 

_______________________________________________________________________________________________ 
Materiais e Métodos 53 

 

4.3.2 Equipamentos 

 

Para a realização dos procedimentos foram utilizados: Balança Micro-

Analítica AUW 220D (Shimadzu®), agitador de tubos vórtex Gomixer (MX-S®), 

concentrador de amostras (Tecnal® TE-019), lavadora ultrassônica ultraclear 

(UNIQUE®), Centrífuga LS-3 Plus (CELM®) e microcentrífuga Centrifuge 5424 

(Eppendorf®). 

 

4.4 Análise instrumental 

 

4.4.1 Cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) 

 

As análises quantitativas do LQFM018 em plasma de ratos foram 

realizadas por meio de HPLC Agilent Technologies 1200 series, equipado com 

Espectrômetro de Massas - Tandem, Applied Biosystems MDS Sciex API 3200 

Triplo Quadrupolo (MS/MS) (Figura 8). 
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Figura 8. Cromatógrafo Líquido de Alta Eficiência acoplado ao espectrômetro de massas 
utilizado para as análises do LQFM018. 

 

Fonte: Acervo pessoal, ICF, 2014. 

 

Para a análise instrumental, utilizou-se coluna ACE® C18 (100 mm × 4,6 

mm, tamanho de partícula 5µm) (Advanced Chromatography 

TechnologiesLtda., Aberdeen, Scotland), em temperatura de 40°C. A fase 

móvel utilizada foi tampão acetato de amônio 2 mM com ácido fórmico 0,025% 

e metanol (50:50), sob fluxo de 1,2 mL/min, com volume de injeção de 3µL, 

utilizando domperidona como padrão interno (PI) e detecção com 

espectrômetro de massas Applied Biosystems MDS Sciex API 3200 Triplo 

quadrupolo (MS/MS). O método bioanalítico de quantificação do analito foi 

desenvolvido e validado segundo a Resolução RDC n° 27 da Agência Nacional 

de Vigilância Sanitária – ANVISA, publicada em 17 de maio de 2012 (BRASIL, 

2012). Avaliou-se a linearidade/curva de calibração, exatidão e precisões inter e 

intradia, recuperação, seletividade, efeito matriz, efeito residual e estabilidade. 
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4.4.2 Preparo da solução padrão do LQFM018 e soluções reagentes 

 

Pesou-se 25 mg do composto LQFM018, que foi dissolvido e 

homogeneizado em metanol 50%, grau HPLC, em balão volumétrico de 10 mL, 

fornecendo uma solução de 2500 µg/mL. Depois foi retirada uma alíquota de 2 

mL desta solução e transferida para balão volumétrico de 10 mL, completado o 

volume com metanol 50% e homogeneizado, obtendo-se a solução primária de 

500 µg/mL. A partir desta solução estoque, preparou-se as soluções de trabalho 

que foram utilizadas para contaminação das amostras de plasma. 

A fase móvel (metanol - acetato de amônio 2 mM com ácido fórmico 

0,025% v/v) foi preparada da seguinte maneira: em proveta de 1000 mL 

contendo 500 mL de água ultrapura adicionou-se 77,08 mg de acetato de 

amônio e  125 µL de ácido fórmico. Homogeneizou-se e adicionou-se 500 mL 

de metanol. Homogeneizou-se e sonificou-se por 10 min. 

Preparo da solução de hidróxido de sódio 0,01 M: transferiu-se 40 mg 

de hidróxido de sódio PA para  balão volumétrico de 100 mL, solubilizou-se e 

avolumou-se com água ultrapura. Homogeneizou-se e sonificou-se por 5 min. 

Preparo da solução de metanol 50% (v/v): em proveta de 1000 mL 

contendo 500 mL de água ultrapura, adicionou-se 500 mL de metanol. 

Homogeneizou-se e sonificou-se por 10 min. Para o preparo da solução de 

lavagem de agulha metanol 50% (v/v) com 0,1% de ácido fórmico utilizou-se 

proveta de 1000 mL contendo 500 mL de água ultrapura, adicionou-se 500 mL 
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de metanol e 1 mL de ácido fórmico. Homogeneizou-se e sonificou-se por 10 

min. 

4.4.3 Padrão interno 

 

Como padrão interno utiliza-se, em geral, isótopo estável do fármaco a fim 

de que sejam minimizados possíveis efeitos de matriz do plasma. Entretanto, 

para o analito LQFM018 não foi possível encontrar isótopos disponíveis 

comercialmente, optando-se por testar os seguintes compostos disponíveis: 

alprazolam, citalopram, diazepam, domperidona, haloperidol, paroxetina e 

propranolol, escolhidos com base em seu comportamento cromatográfico e no 

percentual de recuperação em plasma. Elegendo-se ao final dos testes, a 

domperidona como padrão interno.  

Para o prepado da solução padrão de domperidona, foram solubilizados 5 

mg de padrão domperidona CRS (Farmacopéia Européia) em metanol 50% em 

um volume final de 100 mL para obter concentração de 50 µg/mL (solução de 

trabalho). 

 

4.4.4 Extração líquido-líquido do LQFM018 da matriz biológica 

 

As amostras de plasma coletadas dos animais foram retiradas do freezer, 

descongeladas a temperatura ambiente e centrifugadas por 5 min a uma 

velocidade de 3000 rpm. 
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Utilizando-se eppendorfs identificados, adicionou-se a cada um deles 125 

µL de plasma, 25 µL de padrão interno (domperidona 50.000 ng/mL), 25 µL de 

hidróxido de sódio 0,01 M, 1000 µL de MTBE. Agitou-se em mesa agitadora por 

1 min à temperatura ambiente. 

Em seguida, as amostras foram centrifugadas por 5 min a 10.000 rpm a 

temperatura ambiente. Transferiu-se 500 µL para tubo limpo e secou-se com 10 

lbf/pol a uma temperatura de 50°C. As amostras foram ressuspensas com 1000 

µL de metanol 50% e agitadas em agitador (vórtex) por 1 min na velocidade 

máxima. Por fim, as amostras foram transferidas para vials identificados que, 

por sua vez, foram conduzidos para o rack do auto injetor do cromatógrafo. A 

sequência dos procedimentos descritos está apresentada nas etapas de 1 a 6 

na figura 9. 
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Figura 9. Fluxograma mostrando as etapas realizadas na extração líquido-líquido do LQFM018 
a partir da matriz biológica. 

 

Fonte: Acervo pessoal, ICF, 2014. 

 

4.5 Validação bioanalítica 

 

4.5.1 Definição das concentrações das amostras de controle de qualidade (CQ) 

em plasma 

 
As concentrações das amostras de controle de qualidade em plasma 

foram definidas  da seguinte forma (BRASIL, 2012): 
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 LIQ – Concetração do LIQ: 10 ng/mL; 

 CQB – Igual (ou menor) a três vezes o valor do LIQ: 30 ng/mL; 

 CQM – Aproximadamente a média entre LIQ e  LSQ: 7.500 ng/mL; 

 CQA – 75 a 85% do LSQ: 12.000 ng/mL; 

 CQD – Duas vezes o valor do CQA: 24.000 ng/mL. 

O limite inferior de quantificação foi definido considerando-se a 

sensibilidade, a seletividade, a precisão, a exatidão e a ausência de efeito da 

matriz biológica.  A resposta do pico cromatográfico do analito no LIQ deve ser 

identificável e reprodutível com precisão de no máximo 20% e exatidão entre 80 

a 120% em relação a concentração nominal do padrão, através da análise de 

seis replicatas de padrões (BRASIL, 2012).  

 

4.5.2 Linearidade/curva de calibração 

 

Para determinação da curva de calibração foram analisadas amostras 

extraídas da matriz biológica, sendo duas amostras branco (matriz isenta de 

padrão do analito e do padrão interno), duas amostras zero (matriz isenta de 

padrão do analito) e oito amostras de concentrações diferentes (10, 30, 250, 

2.500, 5.000, 7.500, 12.000 e 15.000 ng/mL) em duplicata. Essas 

concentrações foram definidas levando-se em consideração a sensibilidade da 
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técnica bioanalítica e a faixa prevista das concentrações das amostras a serem 

determinadas.  

 

4.5.3 Precisão e exatidão intraensaio e interensaio 

 

Para realização dessa análise, cinco concentrações distintas, LIQ (10 

ng/mL), CQB (30 ng/mL), CQM (7.500 ng/mL), CQA (12.000 ng/mL) e CQD 

(24.000 ng/mL) foram analisadas em seis simplicatas. A precisão e a exatidão 

foram determinadas em um mesmo ensaio (precisão e exatidão intraensaio) e 

em ensaios diferentes (precisão e exatidão interensaio). Os ensaios foram 

realizados em triplicatas. 

A precisão foi expressa como desvio padrão relativo (DPR) ou coeficiente 

de variação (CV%), segundo a equação 3. 

 

Equação 3 

 

A exatidão foi expressa pelo Erro Padrão Relativo (EPR), segundo a 

equação 4: 

 

Equação 4 
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4.5.4 Validação por diluição 

 

 A validação da diluição deve garantir que as diluições de concentrações 

superiores ao  LSQ (15.000 ng/mL) da curva de calibração tenham resultados 

precisos e exatos. Para tal análise, utiliziou-se a amostra de controle CQD 

(24.000 ng/mL) que corresponde  ao dobro da concentração da amostra de 

controle CQA (12.000 ng/mL). Durante o processo de extração essa amostra foi 

diluída a metade e, posteriormente, extraída conforme procedimento. 

 

4.5.5 Seletividade 

 

As amostras branco (plasma) foram testadas a fim de se avaliar 

interferências nos tempos de retenção do analito e do padrão interno. Os 

resultados foram comparados com aqueles obtidos com uma amostra extraída 

de LIQ com padrão interno. Foram testadas quatro amostras normais, uma 

lipêmica e uma hemolisada. 

 

4.5.6 Recuperação 

 

 Os cálculos da recuperação foram realizados comparando-se as áreas 

dos picos cromatográficos dos controles de qualidade (CQB, CQM e CQA) do 

analito extraído do plasma com as áreas dos picos cromatográficos de 
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amostras em solução dos controles de qualidade (CQB, CQM e CQA), 

denominadas amostras não extraída. O mesmo procedimento foi feito para a 

análise da recuperação do padrão interno. 

 

4.5.7 Efeito matriz 

 

Foram analisadas oito amostras de matriz biológicas processadas 

oriundas de fontes distintas, sendo quatro normais, duas lipêmicas e duas 

hemolisadas, posteriormente adicionadas de analito e padrão interno, e 

soluções nas mesmas concentrações das amostras de CQB e CQA.  

Para o cálculo do coeficiente de variação (CV), obteve-se o fator de matriz 

normalizado (FMN), conforme a equação 5. 

 

Equação 5 

 

4.5.8 Efeito residual 

 

Foram analisadas 3 injeções da mesma amostra branco, sendo uma antes 

e duas logo após a injeção de uma ou mais amostras processadas de LSQ. Os 

resultados foram comparados com aqueles obtidos de amostras processadas 

do LIQ. 
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4.5.9 Estudo da estabilidade em matriz biológica 

 

A estabilidade do LQFM018 e do padrão interno em matriz biológica foi 

demonstrada por meio dos seguintes ensaios: estabilidade ciclos de 

congelamento e descongelamento (ECCD), estabilidade de curta duração 

(ECD), estabilidade pós-processamento (EPP) e estabilidade de longa duração 

(ELD).  

 

Estabilidade após ciclos de congelamento e descongelamento (ECCD): 

Com o objetivo de avaliar a estabilidade do LQFM 018 em matriz biológica 

perante o estresse de congelamento e descongelamento, foram preparadas 6 

amostras nas concentrações de CQB e CQA. Estas foram mantidas congeladas 

por 12 horas a temperatura de -20 ºC e -80 ºC e então descongeladas a 

temperatura ambiente. Este ciclo foi repetido por 5 vezes. As amostras foram, 

então, extraídas e analisadas. 

  

Estabilidade de curta duração (ECD): As amostras do estudo de estabilidade 

de curta duração foram processadas e analisadas após permanecerem a 

temperatura de 20 °C por um período de 9 horas.  

 

Estabilidade pós-processamento (EPP): As amostras foram processadas e 

mantidas nas mesmas condições de análise das amostras durante o estudo, ou 

seja, na geladeira a temperatura de  -2 °C a 8 °C por um período de 77 horas e 
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17 minutos e no autoinjetor à temperatura de 25 °C por um período de 78 horas 

e 13 minutos.  

 

Estabilidade em solução (ESP SL): Foram utilizadas amostras da solução 

primária de maior concentração e da solução de trabalho de menor 

concentração após permanecerem por um período de 30 dias a temperatura de 

-2° C a 8 °C e por um período de 10 horas a temperatura de 20 °C. A 

estabilidade do analito e padrão interno em solução foi analisada por meio de 

uma diluição apropriada levando-se em consideração a faixa de medição do 

detector.  

 

4.6 Experimentação em animais 

 

Os animais foram acondicionados, para aclimatação, na Sala de 

Experimentação Animal da Faculdade de Farmácia da UFG, por um período de 

7 dias que antecederam ao experimento, à temperatura ambiente (25 ± 2ºC) 

com umidade relativa do ar entre 50% e 70% e ciclo natural claro-escuro de 

12/12 h. Receberam água filtrada e ração para roedores (Labina, Purina do 

Brasil Ltda., Paulínia, SP, Brasil) ad libitum. 

Para o estudo da farmacocinética, foram utilizadas 3 ratas jovens, tendo 

sido administrado 100 mg/kg do LQFM018 – dose estabelecida com base em 

sua DL50 (2.500 mg/kg) (COSTA, 2011) e estudos anteriores (ZHANG et al., 
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2011; LABRE, 2012; ZOGHAIB, 2013) – por via intraperitoneal no mesmo 

instante. O veículo utilizado para administração do composto foi etanol, 

propilenoglicol e água (10:50:40 v/v/v). Os animais foram anestesiados com 

uma solução de cetamina (87,5%) e xilazina (12,5%), administrada na dose de 

0,2 mL/100g de peso do animal, i.p., e colocados em decúbito dorsal sobre 

suporte firme, para procedimento de canulação da veia jugular esquerda, para 

posterior coleta sanguínea (KOHN et al., 1997; FLECKNELL, 2009). 

Realizado o procedimento de canulação venosa, iniciaram-se os 

procedimentos de coleta sanguínea. Foi utilizada heparina, 5 UI/mL, como 

anticoagulante, sendo colocada uma gota em cada tubo eppendorf e feita a 

ambientação das seringas antes da coleta. Foram retirados volumes de 0,5 mL 

de sangue, por coleta e restabelecida a homeostase por igual volume de salina 

estéril, nos tempos de 1 h, 2 h, 3 h, 4 h, 5 h, 6 h, 7 h, 8 h e 9 h.  

Após cada coleta, as amostras sanguíneas foram identificadas (animal e 

tempo da coleta) e centrifugadas a 10000 rpm para obtenção do plasma, sendo 

armazenadas, em seguida, a -20 °C, para posterior quantificação do protótipo 

LQFM018, por LC-MS/MS. 

 

4.7 Parâmetros farmacocinéticos 

 

A obtenção dos parâmetros farmacocinéticos foi realizada observando-se 

os perfis individuais dos animais pertencentes ao grupo experimental. Foram 
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mensurados os parâmetros farmacocinéticos meia-vida (t1/2), clearance (Cl), 

volume aparente de distribuição (Vd), área sob a curva (ASC), concentração 

plasmática máxima (Cmax) e o tempo no qual essa concentração foi atingida 

(tmax). 

A Cmax foi o único parâmetro farmacocinético obtido diretamente dos 

dados experimentais, sendo os demais calculados a partir dos gráficos das 

curvas de concentração plasmática vs tempo. A meia-vida foi obtida pela 

análise gráfica e determinado por modelo monocompartimental, sendo este de 

melhor adaptação aos dados experimentais do presente estudo. O cálculo da 

constante de velocidade de eliminação (Kel) foi realizado por meio da equação 

Kel = 0,693/t1/2. As áreas sob as curvas de concentrações plasmáticas vs tempo 

(ASC), ASC0-t e ASC0-∞ foram obtidas utilizando-se para isso o método dos 

trapezóides. O valor obtido para o parâmetro ASC0-∞ foi empregado nos 

cálculos do clearance total, onde ClT/F = dose/ASC0-∞, e do Vd/F, onde Vd/F = 

(ClT/F)/Kel (SILVA, 2010). 

 

4.8 Processamento de dados 

 

Os dados brutos, obtidos a partir da experimentação animal no estudo da 

farmacocinética pré-clínica do LQFM018, foram processados através do 

software Winnonlin 5.0, fornecido pela empresa Pharsight (St. Louis, MO, 
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Estados Unidos), a fim de se obter os parâmetros farmacocinéticos como 

volume de distribuição (Vd), meia-vida (t½) e clearance total (ClT). 

Os valores dos parâmetros farmacocinéticos de Vd, meia vida e 

clearance total encontrados foram convertidos, através de escala alométrica 

(Equação 2) (MAHMOOD, 2007; FAN; LANNOY, 2014), para valores em 

humanos de peso igual 70 kg. Esses valores estimados foram utilizados para 

posterior discussão.  

 

Equação (2) 

A comparação estatística dos valores de clearance, tempo de meia-vida 

e volume de distribuição assim como a curva média de decaimento do 

composto testado foram feitas utilizando-se o programa GraphPad Prism® 

Versão 5.01, 2007. Para a análise estatística, considerou-se o valor de p < 0.05 

e intervalo de confiança (IC) de 95%. 
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Abstract: LQFM018 is a candidate to prototype antitumor drug obtained by molecular 

simplification from anticancer compounds called nutlins, inhibitors of the p53-MDM2 

interaction. This study aimed to evaluate the pharmacokinetic of LQFM018 in rats, using a 

single dose of 100 mg/kg, intraperitoneal, developing, to this end, a bioanalytical method 

for its quantification in plasma. The bioanalytical method used the following analytical 

parameters: ACE
®
 C18 column (100 mm × 4.6 mm, 5 µm); mobile phase: buffer 2 mM 

ammonium acetate with 0.025% formic acid and methanol (50%:50% v/v); flow: 1.2 

mL/min; internal standard (IS): domperidone; liquid-liquid extraction with methyl tert-

butyl ether (MTBE) and injection volume of 3.0 µL. The method was linear from 10 to 
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15,000 ng/mL, intrarun precision was ranged from 0.6% to 5.5%, interrun from 1.8% to 

6.7%, accuracy from 99.0% to 107.0% and recovery of 74.1% ± 4.9%. Retention times 

were 3.16 min (LQFM018) and 1.81 min (IS). Pharmacokinetic parameters (mean ± SD) 

were: t½ = 2.89 h ± 2.0; ClT/F = 22.01 mL/min/kg ± 13.5; Vd/F = 5.48 L/kg ± 3.6. Results, 

extrapolated to humans, revealed large half-life, high Vd and high CLT, allowing the 

comprehension that the prototype showed good tissue distribution profile and was 

extensively eliminated. 

Keywords: Nutlins; LQFM018; pre-clinical pharmacokinetics; LC-MS/MS 

 

1. Introduction 

Nutlins are drug prototypes able to help the body fight against tumor growth, which have in vitro 

and in vivo antitumor activity. For this reason, they were characterized as promising drugs for strategy 

against cancer [1,2]. 

This group of molecules inhibits the interaction between two proteins involved in the cancer 

process: MDM2 (murine double minute protein) and p53, which has tumor suppressor activity [1,3]. 

MDM2 protein acts involving itself in the p53 molecule, preventing the manifestation of p53 and 

promoting its subsequent destruction [2]. In approximately 50% of human tumors there is 

overproduction of MDM2 inhibitor and decreased activity of p53 protein [4,5]. 

In 2011, the Medicinal Pharmaceutical Chemistry Laboratory (LQFM – Federal University of 

Goias) began an investigation aiming at molecular simplification of nutlins in order to synthesize less 

complex compounds with the same mechanism of action. Thus, from nutilin-3a it was obtained the 

design, synthesis and evaluation of a new anticancer profile prototype drug candidates among which 

LQFM018 and LQFM30 (Figure 1) were considered the most promising cytotoxic agents [6]. 

 

Figure 1. (a) Chemical structure of LQFM018 prototype. (b) Chemical structure of 

LQFM030 prototype. 

The initial pharmacological results of LQFM018 showed anticancer activity and low toxicity [7]. 

Therefore, we understand the need of pre-clinical studies in order to understand motion of this drug 

candidate in body, through the elucidation of its pharmacokinetic processes. 
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Considering the initial pharmacological results, which revealed the beneficial action of LQFM018 

prototype for anticancer activity profile and low toxicity [7], we verify the need to continue this line of 

studies with the performance of pre-clinical in vivo tests in order to better understand the action of this 

drug candidate in the body, through the elucidation of its pharmacokinetic processes. 

Therefore, the aim of the study was to evaluate the pharmacokinetic profile of antitumor drug 

LQFM018 prototype in rats, developing, to this end, a bioanalytical method for detection and 

quantification of LQFM018 prototype in plasma, using high performance liquid chromatography 

method coupled with mass spectrometry (LC-MS/MS). 

2. Results and Discussion 

The good development of the analytical method was demonstrated by meeting the requirements 

recommended by ICH, 2005 [8]. The method was linear within the range 10-15000 ng/mL (r = 

0.9997), the limit of detection was 10000 ng/mL and the higher limit of quantification, 15000 ng/mL. 

Figure 2 presents the linearity curve. 

 

Figure 2. Calibration curve to determine the LQFM018 by HPLC-MS/MS (r = 0.9997). 

Precision was evaluated in terms of repeatability (intrarun), resulting from 0.6% to 5.5%, and 

intermediate precision (interrun), resulting from 1.8% to 6.7%. The accuracy found was from 99.0% to 

107.0%. The analysis of the matrix effect resulted in a 4.6% coefficient of variation (CV). Stability 

range was from 0.2% to 10%. During the preliminary tests, no residual effects were verified. The mean 

recovery of controls was 74.1% ± 4.9%.  Selectivity assay confirmed no interference with the retention 

time of the analyte or internal standard when comparing chromatograms of blank plasma. Retention 

times (RT) obtained were 3.16 min (LQFM018) and 1.81 min (domperidone) (Figure 3). 
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Figure 3. Chromatograms obtained by analyzing the selectivity of LQFM018 by LC-

MS/MS. (a) White rat plasma (peak not found). (b) LLQ extracted from rat plasma, RT for 

LQFM018 of 3.16 min. (c) IS extracted from rat plasma, RT for domperidone of 1.81 min. 

The method by LC-MS/MS proved to be suitable for extraction and quantification of the analyte in 

the biological matrix. Liquid chromatography coupled with mass spectrometry (LC-MS/MS) is a 

(a) 

(b)              

(c) 
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method which has high selectivity and sensitivity and, thus, became the dominant tool for experiments 

involving compounds present in biological matrices [9]. Furthermore, analytical methods by LC-

MS/MS show high efficiency, time reduction of methods development and high strength [10]. 

Pharmacokinetic parameters found are shown in Table 1. The kinetic profile of plasma 

concentrations versus collection time of LQFM018 (Figure 4) was determined by monocompartmental 

model. This model was the most adapted to the experimental data, showing an instant distribution with 

rapid-falling concentration and a considerable elimination phase. 

Table 1. Pharmacokinetic parameters of LQFM018 in rats (n = 3), submitted to dose 100 mg/kg body 

weight, i.p., by Pharsight software WinNonlin 5.0. 

Animal 

tmax 

(h) 
Cmax 

(µg/mL) 

AUC0-t 

(h*µg/mL) 

AUCT 

(h*µg/mL) 

Vd/F 

(L/kg) 

t1/2 

(h) 

ClT/F 

(mL/min 

/kg) 

1 1.00 22.06  101.65  146.93  5.12  5.22  11.34  

2 1.00 21.66  91.80  95.68  1.98  1.31  17.42  

3 1.00 19.15  41.142  44.70  9.35  2.14  37.28  

Mean ± 

SD 

1.00 ±  

0.0 

20.96 ± 

1.5 

78.20 ± 

32.4 

95.77 ± 

51.1 

5.48 ±  

3.6 

2.89 ± 

2.0 

22.01 ± 

13.5 

AUC0-t = area under curve of concentration versus time until blood collection time; AUCT 

= area under curve of concentration versus time 0 to infinity (total); Cmax = maximum 

concentration; tmax = time of the maximum concentration; t½ = half-life; Vd/F = volume of 

distribution; ClT/F = total clearance. 

 

Figure 4. Kinetic profile of plasma concentrations vs time of LQFM018 at 100 mg/kg, i.p. 

(n = 3 ± SD), by GraphPad PRISM
®
, version 5.01. 

Fundamental characteristics of each animal, such as body shape, energy expenditure from basic 

physiological functions, diet, reproduction and locomotion, vary according to the size and individual 
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body mass. Size and body weight are the most relevant attributes of the body which directly influence 

life processes, thus, the relationships between pharmacokinetic parameters observed and the body 

weight of the animal vary quantitative proportion, demonstrating that certain organic character 

parameters are influenced by the weight of the animal [11]. 

Moreover, the study of the pharmacokinetic parameters may also be influenced by experimental and 

clinical conditions, such as gender, species, age and disease state [12]. The weight variation of the 

animals in the present study (197 g ± 25.1) and the above factors explain the differences in the 

pharmacokinetic parameters between rats.  

 AUCT and Cmax results of this study were 95.77 mg/mL*h and 20.96 mg/mL, respectively, it could 

also be noted that the substance was rapidly absorbed, reaching its maximum concentration at 1 h 

(Table 1). However, these quantities themselves have limited utility since they vary with the dose 

administered. In practice, the shorter the time in which a substance is absorbed, the higher the plasma 

concentrations achieved by it in comparison with a substance which is absorbed more slowly, causing, 

therefore, more marked effect [12,13].  

The estimated values observed in pharmacokinetic studies in animals for adult humans is performed 

in order to attain a better sense of reality of the found parameters, since it is clear that physiologic 

events related to absorption, distribution, action and elimination of drugs in smaller animals’ body are 

different from the ones seen in those of larger animals’ [14].  

Scale pharmacokinetics is the discipline that predicts human pharmacokinetic parameters based on 

data obtained from other species. The allometric scaling is based on differences in body size, without 

the need to examine their underlying mechanisms, assuming, therefore, there are anatomical, physical 

and biochemical similarities between these species [15-17]. The relationship between these parameters 

is the scientific basis of allometric scaling [18]. Clearance, volume of distribution and half-life are the 

three most frequently extrapolated pharmacokinetic parameters [12,19]. 

The extrapolation of animal data to predict pharmacokinetic parameters in humans has become an 

important tool in drug development process. This extrapolation is useful to select the first human dose 

based on the estimated pharmacokinetic parameters [19,20,21].  

The Vd/F obtained for the compound LQFM018 was approximately 5.5 L/kg (Table 1). Vd/F data 

are extrapolated, not demonstrating real physical volume [22,23]. The apparent volume of distribution 

(Vd) relates the amount of drug in length with the amount contained in the plasma, thus the volume of 

distribution may widely exceed any bodily physical volume [12,13,22,24], as happened to the Vd 

found in the study.  

Applying allometric scaling (Equation 4) for an adult weighing 70 kg, a value of 1954.3 L/kg is 

found (Table 2), which suggests extravascular accumulation of the compound, with high distribution, 

due to the lipophilic nature of the molecule. Zoghaib (2013) [25] conducted a study with the prototype 

LQFM030 at dose of 100 mg/kg, by gavage, with three male rats and quantified the substance using 

the same analytical method of the present study, it was found a Vd of 11.4 L/kg, which in an adult of 

70 kg corresponds to a very high value of 4264.0 L (Table 2). Although the two studies in question 

have been carried out with different compounds, there is no statistically significant difference between 

these results (CI = 95%; p = 0.056). Such high volumes of distribution suggest a potential utility of the 

compounds in the treatment of deep tumors, including bone marrow, as it occurs for nutlin-3a [3]. 
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Table 2: Comparison between the pharmacokinetic parameters of LQFM018 (Rodrigues, 2015) and 

LQFM030 (Zoghaib, 2013). Values from animals (± SD) and extrapolated to 70 kg adults through 

allometric scaling (Equation 4). 

 LQFM018 LQFM030 

 Animal Human 70 kg Animal Human 70 kg 

Vd (L/kg) 5.48 ± 3.6 1954.3 11.41 ± 1.58 4.264 

t½ (h) 2.89 ± 2.0 12.6 3.61 ± 0.68 15.6 

ClT (mL/min/kg) 22.01 ± 13.5 1800.4 36.49 ± 2.24 2986.2 

Vd = volume of distribution; t½ = half-life; CLT = total clearance. No statistical differences 

were observed (p < 0.05). 

A large apparent volume of distribution, such as amiodarone (4620 L/kg) and azithromycin (2170 

L/kg), indicates that the drug has extensive tissue concentration compared to the plasma concentration, 

in other words, they are not homogeneously distributed, as the soluble substances that penetrate better 

peripheral compartments can accumulate in the tissues, especially fat, which usually raises the Vd far 

beyond the total body volume, which occurred with the molecule under study, due to its lipid solubility 

(logP = 2.48) [6,23]. Consequently, substances with high Vd, such as morphine, tricyclic 

antidepressants and haloperidol are characterized by their difficult removal of the body, making it 

extremely dangerous and not recommended treatment with these drugs overdose. On the other hand, a 

low volume of distribution indicates that the substance is limited to plasma and the most perfused 

tissues, and this may be since the drug molecule is too large to cross the capillary wall or, more often, 

due to its high bind to plasma proteins [13]. 

The half-life obtained for the present study was approximately 2.9 hours (Table 1), which was 

statistically similar to the value obtained by Zoghaib (2013) [25] that was 3.6 hours (CI = 95%; p = 

0.502). In allometric scaling, for an individual weighing 70 kg, these values correspond to 12.6 h and 

15.6 h, respectively (Table 2). Half-life has practical application in interpreting the therapeutic effects, 

possible toxic effects, pharmacological effects, the appropriate dosing regimen and the time required 

for the drug is eliminated from the body [26]. 

The half-life value found may be regarded as a median to large value. The effects of a drug with a 

long half-life may last several days, for example, the half-life of chloroquine is more than 1 week, and 

amiodarone, almost 1 month. However, there are also drugs with extremely short half-life, such as 

dobutamine, of which the value is 2 to 3 minutes. Very short half-lives have the disadvantage of 

repeated administrations per day, whereas the ones with very long half-lives may accumulate in the 

body and cause toxicity [23,26]. 

Half-life is a parameter directly related to the volume of distribution and indirectly to the clearance, 

it expresses the total rate of elimination in the terminal phase of the concentration versus time curve. 

This occurs because for the drug to be eliminated it should be available to the agencies responsible for 

its degradation, which are located generally in the central compartment [26]. 

The total clearance value found for LQFM018 was 22.01 mL/min /kg (Table 1), resulting in a value 

of 1800.4 mL/min for a person weighing 70 kg (Table 2), in allometric scaling. Comparing this value 

with the creatinine clearance, endogenous substance that undergoes complete glomerular filtration with 
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minimal reabsorption and tubular secretion, of which clearance is 120 mL/min [22], it is possible to 

realize that the value found is about fifteen times higher, indicating greater participation of hepatic 

elimination mechanisms once the fact that the fat-soluble molecule of the compound requires a prior 

biotransformation to increase its polarity so that it can be eliminated. A similar event could be 

observed by Zoghaib (2013) [25], who found a clearance of 36.49 mL/min/kg, statistically similar to 

the present study’s value (CI = 95%; p = 0.253), 2986.2 mL/min for a 70 kg adult (Table 2), in 

allometric scaling, to the LQFM030 compound. 

Clearance is a direct elimination from the central compartment originally (blood) and depends on 

the elimination constant (Kel). The clearance of a drug is inversely proportional to its half-life and 

directly proportional to the apparent volume of distribution [22,24]. 

Hepatic clearance characterizes compound elimination based on the blood flow rate, thus the 

highest possible hepatic clearance is equal to flow rate of blood passing through the liver, which is 

about 1.5 L/min, in a normal adult. Drugs with a hepatic clearance close to this value would be 

completely removed from the blood in a single pass through the liver, making oral administration 

unfeasible [12,22,27]. 

However, renal excretion is a major route of compound elimination from the body. Compounds 

eliminated by renal excretion are water-soluble, have a low molecular weight or are slowly 

biotransformed in the liver. The drugs differ markedly in their rate of excretion by the kidneys, ranging 

from penicillin, which is almost completely cleared from the blood after a single pass through the 

kidneys, to diazepam, which is cleared extremely slowly. Therefore, the total clearance refers to the 

sum of all individual clearances of the drug by different organs and tissues of the body [12,13,22,26]. 

Labre (2012) [28] conducted a study to determine pharmacokinetic parameters of LQFM030 

compound on Swiss mice undergone a dose of 100 mg/kg, i.p., finding a high value of Vd (30 L/kg), 

extended half-life (40 h) and clearance of 9.4 mL/min/kg. The discrepancy between these values and 

the values found in this study are due to differences in the allometric parameters of the species 

involved (rats and mice) once the comparison of pharmacokinetic parameters of LQFM018 prototype 

in this study and LQFM030 from Zoghaib (2013) [25] have demonstrated a statistical similarity, due, 

possibly, to the similarity between their chemical structures, since both were developed based on 

nutlin-3a chemical structure. 

The determination of pharmacokinetic parameters among animals is more complicated than that 

among humans due to the large variety of species with anatomical and physiological differences [19]. 

One of the most important factors in extrapolating doses between species is the biotransformation of 

drugs. Different species exhibit unique characteristics that stand out in metabolizing ability [29,30]. 

In 2009, Bai et al. [31] developed and validated a method in LC/MS to identify the concentration of 

nutlin-3a in mice plasma. It was administered a dose of 100 mg/kg, oral route, in four mice, presenting 

high absorption rate with strong distribution, peaking between 3 h and 8 h and a slow process of 

elimination with kinetic profile indicating a two-compartment model. 

Zhang et al. (2011) [3] carried out a study on the pharmacokinetics of nutlin-3a compound in which 

plasma and tissue concentrations were measured 0 to 48 hours in rats after a single intravenous dose, 

i.v., of 10 or 20 mg/kg or single oral dose of 50, 100 or 200 mg/kg. It was shown that after 

administration by the oral route, the tissue concentrations of nutlin-3a increased rapidly, reaching a 

maximum value at approximately 2 h, demonstrating rapid absorption. At higher concentrations of 
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nutlin-3a, the elimination process has proven slow, indicating saturation, making it possible to 

characterize non-linear elimination in higher plasma concentrations. 

In conclusion, the pharmacokinetic parameters found for the prototype LQFM018 had features of 

rapid absorption and elimination, high distribution and tissue penetration, which could indicate it to 

treatment of deep tumors, as has been pointed out for nutlins on tumors in bone marrow [32]. The 

extrapolation of these results to humans must be very careful and only preliminary, since the 

disposition of drugs in rodents processes can be quite different from those found in humans [21]. 

This is the first study of the pharmacokinetics of LQFM018 compound. Our findings will provide 

subsidies for future testing with this substance, proposing the continuation of studies on the pre-

clinical pharmacokinetic parameters of this candidate prototype drug. 

3. Experimental Section  

3.1. General Aspects 

The study was conducted through procedures of experimental, analytical and quantitative type. The 

sites of its development was Center of Studies and Research Toxic-Pharmacological - NEPET-UFG, 

Institute of Pharmaceutical Sciences - ICF S/A Ltda and the bioterium of the Faculty of Pharmacy, 

UFG. 

3.2. Ethical Aspects 

This study was approved by the internal ethics committee UFG (CEUA/UFG - Protocol 042/2013). 

The procedures involving the handling and care of animals were performed according to legal 

requirements established by "Arouca Law," Law No. 11.794, of October 8, 2008, which regulates the 

item VII of § 1 of Art. 225 of the Brazilian Federal Constitution, establishing procedures for scientific 

use of animals [33]. 

3.3. Materials 

3.3.1. Reagents and Animals 

The following reagents were used: PA propylene glycol (Synth Labsynth Ltda, São Paulo, SP, 

Brazil); ethanol PA (Tedia Brazil Products Laboratories Ltd., Rio de Janeiro, RJ, Brazil); methanol, 

HPLC grade (JT Baker, Avantor Performance Materials, SA, Mexico); MTBE (methyl tert-butyl ether) 

HPLC grade/Spectrum (Tedia Brazil Products Laboratories Ltd., Rio de Janeiro, RJ, Brazil); formic 

acid PA (Scharlau, Scharlab SL, Spain); PA sodium hydroxide (Scharlau, Scharlab SL, Spain); PA 

ammonium acetate (JT Baker, Avantor Performance Materials, SA, Mexico); ultrapure water, obtained 

from Milli-Q system (Millipore) using the Ultra Water Direct-Q Millipore (São Paulo, SP, Brazil); 

LQFM018, synthesized by the Medicinal Pharmaceutical Chemistry Laboratory of UFG; and 

domperidone CRS European Pharmacopoeia, used with internal standard (IS). 

The animals were healthy female rats, with average weight of 197 g, approximate age of twelve 

(12) weeks from the central animal bioterium of UFG, in Goiania-GO, Brazil.  
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3.3.2. Equipments 

The following equipments was used: Micro-Analytical Balance AUW 220D (Shimadzu), tubes 

stirrer vortex Gomixer (MX-S
®
), sample concentrator (Tecnal

®
 TE-019), Ultraclear Ultrasonic Washer 

(Unique
®

) centrifuge LS-3 Plus (CELM
®
) and centrifuge 5424 microcentrifuge (Eppendorf). 

3.4. Instrumental Analysis 

3.4.1. High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 

Quantitative analysis of LQFM018 in rat plasma were performed by HPLC Agilent Technologies 

1200 series, equipped with Mass Spectrometer - Tandem, MDS Sciex Applied Biosystems API 3200 

Triple Quadrupole (MS/MS). 

It was used ACE
®
 C18 column (100 mm × 4.6 mm, particle size 5μm) (Advanced Chromatography 

Technologies Ltda., Aberdeen, Scotland) at 40 °C. The mobile phase utilized was ammonium acetate 

buffer with 2 mM 0.025% formic acid and methanol (50:50) under flow of 1.2 mL/min with injection 

volume of 3μL using domperidone as internal standard (IS), and detection with mass spectrometer 

MDS Sciex Applied Biosystems API 3200 triple quadrupole (MS/MS). The bioanalytical method of 

quantification of the analyte was developed and validated according to ICH (2005) [8]. It was 

evaluated the linearity/calibration curve, accuracy and precision interrun and intrarun, recovery, 

selectivity, matrix effect, residual effect and stability. 

3.4.2. Standard solution and Reagents 

LQFM018 was weighed (25 mg) and subsequently dissolved and homogenized in 50% methanol, 

yielding a solution of 2500 mg/mL. This solution was diluted with 50% methanol, providing a primary 

solution of 500 mg/mL. From this stock solution, working solutions were prepared, which were used 

for contamination of plasma samples. 

Mobile phase (methanol - ammonium acetate with 2 mM formic acid 0.025% v/v) was prepared as 

follows: It was added 77.08 mg of ammonium acetate and 125 µL of formic acid to ultrapure water. 

After homogenization, 500 mL of methanol was added. 

3.4.3. Internal Standard 

The following compounds were tested to select the internal standard: alprazolam, citalopram, 

diazepam, domperidone, haloperidol, paroxetine and propranolol. At the end of the tests, domperidone 

was chosen as the internal standard, based on its chromatographic behavior and recovery percentage 

plasma.  

To prepare standard solution of domperidone, 5 mg of domperidone standard CRS (European 

Pharmacopoeia) were solubilized in 50% methanol in a final volume of 100 mL to obtain a 

concentration of 50 µg/mL (working solution). 

3.4.4. Liquid-liquid Extraction of LQFM018 

The plasma samples of the animals were removed from the freezer, thawed at room temperature and 

centrifuged for 5 min at a speed of 3000 rpm. 
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Using identified eppendorfs, it was added to each one 125 µL of plasma, 25 µL of internal standard 

(domperidone, 50,000 ng/mL), 25 µL of 0.01 M sodium hydroxide and 1000 µL of MTBE. The 

eppendorfs were stirred in a table shaker for 1 min at room temperature. 

Then, the samples were centrifuged for 5 min at 10000 rpm at room temperature. 500 uL was 

transferred to clean tube and dried at 10 lbf/pol, at a temperature of 50 °C. The samples were 

resuspended with 1000 µL of 50% methanol and vortexed for 1 min at maximum speed. Finally, the 

samples were transferred to vials identified which were conducted to LC-MS/MS autosampler. 

3.5. Bioanalytical Validation 

3.5.1 Concentrations of Quality Control (QC) Samples in Plasma 

Concentrations of plasma quality control samples were defined as follows [8,34]: 

 Lower Limit of Quantification (LLQ) – 10 ng/mL; 

 Low Quality Control (LQC) - The same (or less) to three times the value of the LLQ: 30 

ng/mL; 

 Medium Quality Control (MQC) - Approximately the average between LIQ and LSQ: 7500 

ng/mL; 

 High Quality Control (HQC) - 75 a 85% of Higher Limit of Quantification (HLQ): 12000 

ng/mL; 

 Dilution Quality Control (DQC) - Twice the value of HCQ: 24000 ng/mL. 

The lower limit of quantification was defined based on the sensitivity, selectivity, precision, 

accuracy and lack of biological effect of the matrix. The response of the chromatographic peak of the 

analyte in the LLQ must be identifiable and reproducible with a maximum of 20% and accuracy of 80 

to 120% compared to standard nominal concentration through six replicates patterns analysis [8,34]. 

3.5.2. Linearity/Calibration Curve 

To determine the calibration curve, the follow samples were taken from the biological matrix: two 

blank samples (matrix free of analyte standard and internal standard), two zero samples (matrix free of 

analyte standard) and eight samples of different concentrations (10, 30, 250, 2500, 5000, 7,500, 12000 

and 15000 ng/mL) in duplicate. These concentrations were defined taking into consideration the 

sensitivity of bioanalytical technique and the predicted range of sample concentrations to be 

determined [8,34]. 

3.5.3. Precision and Accuracy  

To perform this analysis, five different concentrations LLQ (10 ng/mL), LQC (30 ng/mL), MQC 

(7500 ng/mL), HQC (12000 ng/mL) and DQC (24000 ng/mL) were analyzed in six simplicatas. The 

precision and accuracy were determined in the same assay (itrarun) and in different runs (interrun). 

Assays were performed in triplicate [8,34].  

The precision was expressed as coefficient of variation (CV%) according to equation 1 [34]: 

 
(1)  
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The accuracy was expressed by relative standard error (RSE) according to equation 2 [34]: 

 
(2)  

3.5.4. Dilution Validation 

Dilution validation must ensure that dilutions of concentrations higher than HQC (15000 ng/mL) of 

the calibration curve have precise and accurate results. For this analysis, it was used CQD control 

sample (24000 ng/mL), corresponding to double the concentration of the control sample HQC (12000 

ng/mL). During the sample extraction process, the sample was diluted to half concentration and then 

extracted according to the procedure [34]. 

3.5.5. Selectivity 

The blank samples (plasma) were tested in order to assess interference in the retention times of the 

analyte and the internal standard. The results were compared with those obtained with an extracted 

sample LLQ internal standard. Four normal samples, one lipaemic and one hemolytic were tested [34]. 

3.5.6. Recovery 

Recovery was performed comparing the areas between the chromatographic peaks of quality 

controls (LQC, MQC and HQC) of extracted plasma analyte and the areas of the chromatographic 

peaks of samples in solution of the same quality controls, called non extracted samples. The same 

procedure was done to analyze the recovery of the internal standard [34]. 

3.5.7. Matrix Effect 

Eight samples were analyzed from biological matrix processed derived from different sources, four 

normal, two lipemic and two hemolysed, subsequently added analyte and internal standard solutions 

and the same concentrations of samples LQC and HQC. 

For the calculation of the coefficient of variation (CV), it was obtained the normalized matrix factor 

(NMF), according to equation 3 [34]. 

 
(3)  

3.5.8. Residual Effect 

Three injections of the same blank sample were analyzed, one before and two immediately after the 

injection of one or more HQC samples processed. The results were compared with those obtained for 

the LLQ samples processed [34]. 
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3.5.9. Stability 

Stability of LQFM018 and internal standard was demonstrated by the following tests: stability 

cycles of freezing and thawing, short term stability, post-processing stability and long term stability 

[34]. 

Stability after freeze-thaw cycles: In order to evaluate the stability of LQFM 018 in biological matrix 

before the stress of freezing and thawing, were prepared 6 samples at concentrations of LQC and 

HQC. These were stored for 12 hours at -20 °C and -80 °C and then thawed at room temperature. This 

cycle was repeated 5 times. The samples were then extracted and analyzed. 

Short-term stability: Samples of short term stability study were processed and analyzed after 

remaining the temperature to 20 °C for a period of 9 hours. 

Post-processing stability: The samples were processed and maintained in the same conditions of 

analysis of the samples during the study or in the refrigerator at a temperature of -2 °C to 8 °C for a 

period 77 hours and autoinjector temperature of 25 °C for a period of 78 hours. 

Stability in solution: Samples of the primary solution of higher concentration and the working 

solution were used of lower concentration after remaining for a period of 30 days at a temperature of -

2 °C to 8 °C and for a period of 10 hours at 20 °C. The stability of the analyte and internal standard 

solution was analyzed by means of an appropriate dilution taking into consideration the measurement 

range of the detector. 

3.6. Experiment on Animals  

The animals were put up for acclimatization in an animal testing room of the Faculty of Pharmacy-

UFG,  for a period of 7 days prior to the experiment, at room temperature of 25 ± 2 °C, with relative 

humidity between 50% and 70% and light-dark natural cycle of 12/12 h. They received filtered water 

and rodent feed (Labina, Purina of Brazil Ltda., Paulinia, SP, Brazil) ad libitum. 

For study the pharmacokinetics, it was administered 100 mg/kg of LQFM018 in 3 young rats - dose 

established based on its LD50 [7] and previous study [3,25] - intraperitoneally. The vehicle used for 

administration of the compound was ethanol, propylene glycol and water (10:50:40, v/v/v). The 

animals were anesthetized with a solution of ketamine (87.5%) and xylazine (12.5%) administered at a 

dose of 0.2 mL/100 g body weight, i.p. and placed supine on a firm support, procedure for the 

cannulation of the left jugular vein for blood collection later [35,36]. 

After performed the venous cannulation procedure, the blood collection procedures started. Heparin 

was used, 5 IU/mL, as anticoagulant, and a drop was put in each eppendorf tube and the ambiance of 

syringes was done before collection. Volumes of 0.5 mL of blood were taken by collecting and 

returning to the homeostasis of an equal volume of sterile saline at times of 1 h, 2 h, 3 h, 4 h, 5 h, 6 h, 7 

h, 8 h 9 h. 

After each sampling, the blood samples were identified (animal and time of collection), and 

centrifuged to obtain the plasma, which subsequently LQFM018 quantification of the prototype were 

performed by LC-MS/MS. 
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3.7. Pharmacokinetic Parameters 

The measured pharmacokinetic parameters were half-life time (t½), clearance (Cl), apparent volume 

of distribution (Vd), area under the time vs concentration curve (AUC), maximum plasma 

concentration (Cmax) and the time to achieve it (tmax). 

Cmax was the only pharmacokinetic parameter obtained directly from the experimental data, and the 

others were calculated from the graphs of the curves from plasma concentration time. Half-life was 

obtained by graphical analysis and determined by monocompartment model, which best fits the 

experimental data from this study. Calculation of the elimination rate constant (Kel) was performed 

using equation Kel = 0.693/t½. Areas under curves of plasma concentration vs time (AUC), ASC0-∞, 

AUC0-t, were obtained using the trapezoids method. The value obtained for the ASC0-∞ parameter was 

used in the calculations of total clearance, in which CLT/F = dose/ASC0-∞ and Vd/F, where Vd/F = 

(CLT/F)/Kel [22]. 

3.8. Data Processing 

Raw data obtained from the study were processed using the software WinNonlin 5.0, supplied by 

the company Pharsight (St. Louis, MO, USA) to obtain pharmacokinetic parameters such as volume of 

distribution (Vd/F), half-life time (t½) and total body clearance (CLT/F). 

The values of Vd/F, half-life and total body clearance found were converted, through allometric 

scaling, to a human being of 70 kg. To this end, it was used Equation 4 [12,19]. These estimated values 

were used for discussion. 

 

 
(4)  

Y is the value of the pharmacokinetic parameter and W is the body weight. Exponent b is a constant 

and it is related to the type of the parameter to be measured: 0.25 (for half-life time); 1.0 (for volume 

of distribution); and 0.75 (renal and hepatic clearance) [12,37,38]. 

The statistical comparison by Student's t-test of clearance, half-life and volume of distribution 

values as well as the decay average curve of the compound LQFM018 tested with the compound 

LQFM0130 studied by Zoghaib (2013) [25] were made by GraphPad Prism
®
 version 5.01 program, 

2007. The null hypothesis is characterized by the similarity of the results, while to the alternative 

hypothesis, there was not similarity. It was used confidence interval (CI) of 95%. 

4. Conclusions  

The bioanalytical methodology for identification, detection and quantification of antineoplastic 

prototype LQFM018 in rat plasma using LC-MS/MS proved to be efficient to this matrix, allowing its 

application to pharmacokinetic study of antineoplastic LQFM018 prototype. 

The pharmacokinetic profile, extrapolated in allometric scaling, presented large half-life, high 

volume of distribution and high plasma clearance, allowing the comprehension that the prototype 

studied showed a good tissue distribution profile as well as a high distribution and tissue penetration, 
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making it suitable for the treatment of deep tumors, as has been pointed out for nutlins on tumors in 

bone marrow. 
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6 CONCLUSÕES 

A metodologia bioanalítica em LC-MS/MS desenvolvida para identificação, 

detecção e quantificação do protótipo de fármaco antineoplásico LQFM018 

demonstrou ser eficiente em plasma de ratos, enquadrando-se dentro de critérios de 

validação oficiais, o que possibilitou sua aplicação ao estudo do perfil 

farmacocinético do referido protótipo. 

O perfil farmacocinético do LQFM018, extrapolado para um indivíduo adulto 

com o uso de escala alométrica, apresentou extenso valor de meia-vida de 

eliminação, elevado volume de distribuição e alto valor de clearance plasmático, 

permitindo entender que o protótipo estudado deve ter ampla distribuição tecidual e 

foi extensivamente eliminado, o que o torna indicado para o tratamento de tumores 

profundos, como já ressaltado para os nutlins. 
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7 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

O presente trabalho foi desenvolvido como a primeira tentativa de realizar o 

estudo farmacocinético pré-clínico do protótipo antitumoral LQFM018. Espera-se que 

os resultados aqui obtidos possam gerar novas perspectivas acerca do composto 

em questão, produzindo subsídios para estudos subsequentes. Nesse ponto, 

ressalta-se a necessidade da continuidade do estudo através da realização da 

administração de outras doses do protótipo a fim de verificar a linearidade de sua 

cinética e a obtenção de dados através da via intravascular para cálculo da 

biodisponibilidade do LQFM018. 

Ademais, ainda é necessário determinar a taxa de ligação às proteínas 

plasmáticas, os metabólitos formados e a percentagem de excreção renal, visando 

conhecer a exata contribuição dos mecanismos de eliminação por metabolismo e 

por excreção renal (filtração glomerular, secreção e reabsorção tubular ativa), 

buscando, além disso, o aprimoramento da técnica experimental aplicada aos 

modelos animais. 

A falta de estudos prévios com o composto em questão dificulta a 

compreensão dos resultados encontrados, devido ao fato de ser uma molécula nova 

sem relatos descritos na literatura. Em consequência, a comparação dos resultados 

aqui encontrados foi feita com resultados obtidos em estudos farmacocinéticos para 

moléculas similares em termos de estrutura química e mecanismo de ação. 

Outrossim, novos estudos com o composto LQFM018, que foram aprovados 
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juntamente com o presente (Protocolo n° 042/2013, CEUA/UFG), já estão sendo 

realizados. 

A potencialidade do composto LQFM018 em se tornar, no futuro, um agente 

antineoplásico utilizado na prática clínica, deixa clara a necessidade da obtenção de 

novos dados acerca do mesmo, ressaltando que a presente pesquisa foi apenas o 

primeiro passo para o entendimento desse promissor protótipo antineoplásico. 
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