
 

 
 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIÁS 
PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIAS 

FARMACÊUTICAS 
 

 
 

IURY VALENTIM JORGE ZOGHAIB 
 
 
 

 
 

 

AVALIAÇÃO PRÉ-CLÍNICA DO PERFIL FARMACOCINÉTICO DO 
PROTÓTIPO ANTITUMORAL LQFM030 EM RATOS POR LC-MS/MS 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
Goiânia 

2013 



 

IURY VALENTIM JORGE ZOGHAIB 
 
 
 
 
 
 
 
 

AVALIAÇÃO PRÉ-CLÍNICA DO PERFIL FARMACOCINÉTICO DO 
PROTÓTIPO ANTITUMORAL LQFM030 EM RATOS POR LC-MS/MS 

 
 
 
 
 

Dissertação de Mestrado apresentada ao Programa 
de Pós-Graduação em Ciências Farmacêuticas da 
Universidade Federal de Goiás como requisito 
parcial para obtenção do Título de Mestre em 
Ciências Farmacêuticas. 

 
Orientador: Prof. Dr. Luiz Carlos da Cunha 

 
 
 
 
 
 
 
 

Goiânia 
2013



 ii 

Programa de Pós-Graduação em Ciências Farmacêuticas 
da Universidade Federal de Goiás 

 

 
 

BANCA EXAMINADORA DA DISSERTAÇÃO DE MESTRADO 
 
 

Aluno: Iury Valentim Jorge Zoghaib 

Orientador: Prof. Dr. Luiz Carlos da Cunha 
 

 

Membros: 
 

1. Prof. Dr. Luiz Carlos da Cunha 

2. Prof. Dr. Sérgio Henrique Nascente Costa 

3. Profa. Dra. Cristiane Efting 

4. Profa. Dra. Vania Cristina Rodríguez Salazar 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

 

Data: 18/10/2013 
 



 iii 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Dedico este trabalho 

 

A toda a Humanidade, na esperança de que uma simples descoberta possa 

agregar conhecimento na grande escalada intelectual! 

 
 



Agradecimentos iv 

AGRADECIMENTOS 

Agradeço a Deus pela vida e por mais uma oportunidade de aprendizado, junto 

a irmãos que percorrem o mesmo caminho, principalmente à minha esposa 

Alarisse Arçari Fachetti Zoghaib e minha filha Leticia Fachetti Zoghaib, pela 

compreensão do nosso empreendimento intelectual e ao Prof. Dr. Luiz Carlos 

da Cunha, mais do que orientador, um grande amigo de elevada moral e 

intelecto exemplar. 

Aos amigos do Núcleo de Estudos e Pesquisas Tóxico-Farmacológicas 

(NEPET), da Universidade Federal de Goiás (UFG), que comigo convivem, 

estudando, conversando, aprendendo, ensinando e trabalhando para o 

crescimento comum de uma equipe, em especial ao Jerônimo Raimundo de 

Oliveira Neto, à Luciana Vieira Queiróz Labre, Alarisse A. Fachetti Zoghaib, 

Tereza Cristina de Deus Honório, Wilsione José Carneiro, Sandro Antônio 

Gomes, Luciano dos Santos. 

À equipe do Instituto de Ciências Farmacêuticas (ICF) pelo apoio no 

desenvolvimento prático do projeto. 

Ao Biotério Central da UFG, pelos animais fornecidos não apenas à este 

projeto, mas à todos nos quais nossos pequenos irmãos sedem sua vida  pelo 

nosso desenvolvimento científico. 

Ao Conselho Nacional de Pesquisa e Desenvolvimento (CNPq) pela bolsa de 

estudo e pelo apoio ao NEPET. 



 

Sumário v 

SUMÁRIO 

QUADROS, TABELAS E FIGURAS........................................................ vii 

SÍMBOLOS, SIGLAS E ABREVIATURAS.................................................... viii 

RESUMO................................................................................................... x 

ABSTRACT............................................................................................... xi 

1 INTRODUÇÃO....................................................................................... 12 

2 REVISÃO DA LITERATURA................................................................. 15 

2.1 Câncer................................................................................................ 15 

2.2 Novos Fármacos: Pesquisa e Desenvolvimento........................... 21 

2.3 Proteínas p53 e MDM2...................................................................... 23 

2.4 Nutlins................................................................................................ 26 

2.5 LQFM030............................................................................................ 28 

2.6 Farmacocinética pré-clinica: importância nos estudos clínicos.. 31 

3 OBJETIVOS........................................................................................... 37 

3.1 Objetivo geral.................................................................................... 37 

3.2 Objetivos específicos....................................................................... 37 

4 MATERIAIS E MÉTODOS..................................................................... 38 

4.1 Materiais............................................................................................. 38 

4.2 Instrumentação................................................................................. 39 

4.2.1 Cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC).............................. 39 



 

Sumário vi 

4.2.2 Equipamentos.................................................................................. 40 

4.2.3 Preparo de solução padrão e reagentes.......................................... 40 

4.2.4 Metodologia de extração do LQFM030 de amostras de plasma..... 41 

4.3 Experimentação em Animais........................................................... 42 

5 PUBLICAÇÃO....................................................................................... 45 

Artigo – Avaliação Farmacocinética pré-clinica, em ratos, de um 
candidato a protótipo de fármaco antitumoral, por LC/MS-MS............. 46 

Resumo………………………………………………………………….. 47 

Abstract…………………………………………………………………... 48 

Introdução......................................................................................... 49 

Materiais e Métodos……………………………………………………. 53 

Resultados………………………………………………………………. 58 

Discussão………………………………………………………………... 61 

Agradecimentos…………………………………………………………. 69 

Referências……………………………………………………………… 69 

6 CONCLUSÕES...................................................................................... 73 

7 CONSIDERAÇÕES FINAIS E PERSPECTIVAS................................... 74 

REFERÊNCIAS......................................................................................... 76 

Anexo1 - Parecer Consubstanciado do Comitê de Ética em Pesquisa 
da Universidade Federal de Goiás............................................................ 84 

Anexo 2 - Normas para publicação de artigos no periódico Revista de 
Ciências Farmacêuticas Básica e Aplicada / Journal of Basic and 
Applied Pharmaceutical Sciences............................................................. 

85 

 



 

Tabelas e figuras vii 

QUADROS, TABELAS E FIGURAS 

Quadro1. Estimativas para o ano de 2012 das taxas brutas de 

incidência por 100 mil habitantes e de número de casos 

novos por câncer, segundo sexo e localização primária.... 

 

 

17 

Quadro2. Distribuição proporcional dos dez tipos de câncer mais 

incidentes estimados para 2012 por sexo, exceto para 

câncer de pele não melanoma............................................ 

 

 

19 

Figura 1. Alvos da p53, sua complexação com MDM2 e local de 

ação dos nutlins. (adaptação)............................................. 

 

24 

Figura 2. Estrutura molecular do nutlin 3........................................... 26 

Figura 3. Estrutura molecular do LQFM030: 1-(4-((1-(4-clorofenil)-

1H-pirazol-4-il)metil)piperazin-1-il)etanone......................... 

 

29 

Figura 4. Esquema ilustrativo dos processos cinéticos sofridos 

pelos fármacos no organismo............................................. 

 

33 

 

ARTIGO – Avaliação Farmacocinética pré-clinica, em ratos, de um 

candidato a protótipo de fármaco antitumoral, por LC/MS-MS. 

Tabela 1. Parâmetros farmacocinéticos do LQFM030 em Ratos 

machos (n = 3), submetidos à dose p.o. de 0,1 mg/g de 

peso corporal do animal, obtidos utilizando o software 

Winnonlin5.0 Pharsight........................................................ 

 

 

 

59 

Figura 1. Estrutura molecular do nutlin 3……………………………… 50 

Figura 2. Estrutura molecular do LQFM030: 1-(4-((1-(4-clorofenil)-

1H-pirazol-4-il)metil)piperazin-1-il)etanone........................... 

 

51 

Figura 3. Curvas de decaimento de concentração versus tempo –

LQFM030.............................................................................. 

 

60 



 

Símbolos, siglas e abreviaturas viii 

SÍMBOLOS, SIGLAS E ABREVIATURAS 

ASC  Área sob a curva de concentração versus tempo 

ClT/F  Clearance total com biodisponibilidade desconhecida 

CEP  Comitê de Ética em Pesquisa da UFG 

CExt
 
 Concentração do analito extraído 

CNão ext  Concentração do analito não extraído 

CI50  Concentração inibitória 50% (mediana) 

Cmax  Concentração plasmática máxima 

Css  Concentração plasmática média no estado de equilíbrio 

CNS  Conselho Nacional de Saúde 

Kel  Constante da velocidade de eliminação 

CQA  Controle de qualidade alto 

CQB  Controle de qualidade baixo 

CQM  Controle de qualidade médio 

HPLC  Cromatografia líquida de alta eficiência, high performance 
liquid chromatography 

DP  Desvio padrão 

PDA  Detector de arranjo de fotodiodos 

ESI  Ionização por eletrospray 

LC  Cromatografia Líquida 

MS/MS  Espectrometria de massas em série 

tR  Tempo de retenção 

MTBE  Éter metil-terc-butil, methyl-tert-butyl ether 

FDA  Food and Drug Administration 

GHS  Globally Harmonized System 

ICF  Instituto de Ciências Farmacêuticas 

LQFM  Laboratório de Química Farmacêutica e Medicinal 



 

Símbolos, siglas e abreviaturas ix 

LIQ  Limite inferior de quantificação 

t1/2  Meia-vida de eliminação plasmática, elimination half-life 

NEPET  Núcleo de Estudos e Pesquisas Tóxico-Farmacológicas da 
UFG 

PI  Padrão interno 

HPV  Papiloma vírus humano 

Tmax  Tempo para atingir a concentração plasmática máxima 

MTT  3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)2,5-difenil brometo de tetrazolium 

TAE  Tumor ascítico de Ehrlich 

UV  Ultravioleta 

UV-Vis  Ultravioleta visível 

UFG  Universidade Federal de Goiás 

i.p.  Via intraperitoneal 

p.o.  Via per oral 

i.v.  Via intravenosa 

Vd  Volume de distribuição 

 

 



 

Resumo x 

RESUMO 

O LQFM030 foi obtido por simplificação molecular dos nutlins (inibidores da 

interação MDM2-p53) e, tendo demonstrado excelente atividade antineoplásica 

in vitro (citotoxicidade contra a linhagem celular K-562 com IC50 = 23 M) e in 

vivo contra tumor ascítico de Ehrlich, com aumento de sobrevida em animais 

tratados, desenvolveu-se o estudo do perfil farmacocinético, p.o., em ratos. 

Empregou-se método analítico em LC-MS/MS (Applied Biosystems MDS Sciex 

API 3200) previamente validado em colaboração. O LQFM030 foi administrado 

a 3 ratos (peso médio de 186g), em dose preestabelecida de 100 mg/kg, por 

gavagem. Após a administração, foram coletadas amostras de 1,0 mL de 

sangue, por canulação da veia jugular esquerda, com seringa heparinizada, nos 

intervalos de tempo de 0 a 8 h. As amostras sanguíneas foram identificadas e 

centrifugadas para obtenção do plasma, que foi congelado a -20ºC até o 

momento da análise. Os parâmetros cinéticos foram calculados no software 

Winnonlin 5.0 (Pharsight™). Resultados (média ± DP): meia-vida (t1/2) 3,61 ± 

0,68 h; clearance total (CLT) 36,49 ± 2,23 mL/min/kg; volume de distribuição 

(Vd) 11,40 ± 1,58 L/kg. O LQFM030 apresentou baixo valor de t1/2, elevado Vd e 

elevado valor de CLT. Estes valores permitem entender que o protótipo 

estudado demonstrou um bom perfil de distribuição tecidual e/ou foi 

extensivamente eliminado. Quando comparados com parâmetros cinéticos 

obtidos em outros estudos, observou-se diferença nos resultados, justificada 

pela elevada variabilidade interespécies, principalmente na taxa de 

metabolismo basal e peso corporal, uma vez que as vias de administração, oral 

e intraperitoneal, são cineticamente semelhantes. 

 

 

Palavras-chave: LQFM030. LC-MS/MS. Farmacocinética pré-clínica.
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ABSTRACT 

PRE-CLINICAL EVALUATION OF PHARMACOKINETIC PROFILE OF 

ANTITUMORAL LQFM030 PROTOTYPE IN RATS BY LC-MS/MS. 

The LQFM030 was obtained by molecular simplification of nutlins (inhibitors of 

p53-MDM2 interaction) and, having demonstrated excellent antineoplastic 

activity in vitro (cytotoxicity against K-562 cell line with IC50 = 23 M) and in vivo 

against Ehrlich ascitic tumor with increased survival in treated animals 

developed the pharmacokinetic study of p.o. in rats. It was used for LC-MS/MS 

analytical method (Applied Biosystems MDS Sciex API 3200) previously 

validated together. O LQFM030 was administered to 3 rats (mean weight 186g) 

in predetermined dose of 100 mg/kg by gavage. After administration, samples 

were collected from 1.0 mL of blood by cannulation of the left jugular vein with 

heparinized syringe, the intervals 0-8 h. The blood samples were identified and 

centrifuged to obtain plasma which was frozen at -20°C until analysis. The 

kinetic parameters were calculated in the software WinNonlin 5.0 (Pharsight™). 

Results (mean ± SD) half-life (t1/2) 3.61 ± 0.68 h, total clearance (CLT) 36.49 ± 

2.23 mL/min/kg, volume of distribution (Vd) 11,40 ± 1.58 L/kg. The LQFM030 

had low value of t1/2, Vd high and high value of CLT. These values allow us to 

understand that the prototype study demonstrated a good safety profile of tissue 

distribution and/or has been extensively eliminated. When compared with the 

kinetic parameters obtained in other studies, it was observed difference in 

results is justified by the high interspecies variability, mainly in basal metabolic 

rate and body weight, once the route of administration, orally and 

intraperitoneally, are kinetically similar. 

 

 

Key words: LQFM030. LC-MS/MS. Preclinical pharmacokinetics. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O câncer se refere a um conjunto que envolve aproximadamente 200 

doenças distintas, com variedade de causas e história natural. A primeira 

descrição do câncer como uma doença de mau prognóstico foi feita por 

Hipócrates, em 500 a.C., na Grécia (NETTO; SANTOS, 2010). 

O desenvolvimento de novos fármacos antitumorais se justifica pela 

necessidade de drogas mais seletivas para a quimioterapia antineoplásica, uma 

vez que tais tratamentos são agressivos aos pacientes e alguns tipos de câncer 

ainda não possuem terapia farmacológica adequada (BUSKÜHL, 2007). 

Estudo de desenvolvimento de novos fármacos tem sido um dos grandes 

motivadores da regulamentação das atividades de pesquisa envolvendo seres 

humanos e animais (GOLDIM, 2007). Estes estudos podem ser classificados 

em duas etapas: pré-clínica e clínica, sendo a primeira realizada em modelos 

celulares e animais, enquanto a segunda é aplicada a seres humanos. No 

Brasil, de acordo com a Resolução nº 251 do Conselho Nacional de Saúde 

(CNS) (BRASIL, 1997), a pesquisa pré-clínica deve gerar informações que 

permitam justificar a realização de pesquisas em seres humanos (GOLDIM, 

2007). 
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Testes pré-clínicos, em geral, avaliam parâmetros farmacocinéticos, 

farmacológicos e toxicológicos, visando estudar a segurança e a eficácia dos 

compostos candidatos a fármacos, por meio de ensaios in vitro, in vivo, in silico 

e ex vivo (DICKSON; GAGNON, 2004). Sendo assim, ensaios pré-clínicos tanto 

podem propiciar inovação quanto ocasionar abandono de pesquisa. 

Estudos conduzidos na elucidação da farmacocinética de uma 

substância química devem obter informações adequadas sobre sua absorção, 

distribuição, biotransformação (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). 

Recentemente, através de estudos que utilizam modelagem 

computacional, descobriu-se um grupo de moléculas, denominadas nutlins, que 

apresentam a capacidade de inibir o crescimento de tumores, podendo ser a 

mais nova estratégia de combate ao câncer (GOMES, 2011; VAN MAERKEN et 

al., 2006). 

Os nutlins vêm sendo aplicados na inibição da interação entre duas 

proteínas envolvidas no câncer (especialmente em modelos de retinoblastoma, 

rabdomiossarcoma, neuroblastoma e leucemia) (Zhang et al, 2011): a  molécula 

MDM2 (murine double minute protein) e a proteína p53 que tem atividade 

supressora tumoral. 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 de 50% dos tumores humanos há 
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superprodução do inibidor MDM2 e diminuição da atividade da proteína P53 

(Pinotti et al, 2011).  

Com o intuito de obter compostos com o mesmo mecanismo de ação dos 

nutlins, desenvolveu-se, no ano de 2011, uma linha de pesquisa no Laboratório 

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

Universidade Federal de Goiás (UFG), onde pela simplificação molecular, 

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

antineoplásico de um novo candidato a protótipo de fármaco, obtido a partir do 

protótipo nutlin-1, o LQFM030. 

Esse candidato apresentou atividade citotóxica contra a linhagem celular 

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 (0,023 mM), sendo considerado um 

promissor agente citotóxico (CARVALHO, 2011). 

Considerando os resultados farmacológicos iniciais, que revelaram a 

ação benéfica do 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, entendeu-se que seria necessário 

continuar estes estudos cinéticos modificando alguns parâmetros como via de 

administração, forma de coleta sanguínea e espécie animal, rato, para se 

compreender melhor as ações deste candidato a fármaco, visando o 

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

precisa.
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 Câncer 

 

É uma patologia caracterizada pela multiplicação e disseminação 

descontroladas de formas anômalas de células do próprio corpo, quando estas 

sofrem alterações nos mecanismos de controle que regulam sua capacidade de 

diferenciação e proliferação (SILVA et al., 2011).  

No ano de 2008, mais de 1,4 milhão de novos casos de câncer foram 

diagnosticados no mundo, onde  aproximadamente 77% foram observados em 

indivíduos com mais de 55 anos de idade. Atualmente, a cada quatro mortes 

uma é decorrente de câncer, sendo então considerada a segunda maior causa 

de morte no mundo, ficando atrás apenas de mortes decorrentes de problemas 

cardiovasculares (SANTOS, 2011). 

A Organização Mundial da Saúde (OMS) estimou que, no ano 2030, 

podem-se esperar 27 milhões de casos incidentes de câncer, 17 milhões de 

mortes por câncer e 75 milhões de pessoas vivas, anualmente, com câncer 

(INCA - Disponível em <www.inca.gov.br/estimativa/2012/index.asp?ID=2>. 

Acesso em: 31/05/2013). 
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Foi estimado um total de 257.870 casos novos para o sexo masculino e 

260.640 para o sexo feminino. Confirma-se a estimativa que o câncer da pele 

do tipo não melanoma (134 mil casos novos) será o mais incidente na 

população brasileira, seguido pelos tumores de próstata (60 mil), mama 

feminina (53 mil), cólon e reto (30 mil), pulmão (27 mil), estômago (20 mil) e 

colo do útero (18 mil) (Quadro 1) (INCA – Disponível em 

www.inca.gov.br/estimativa/2012/index.asp?ID=2. Acesso em: 31/05/2013).  

Por outro lado, no Quadro 2, estimou-se a distribuição proporcional dos 

dez tipos de câncer mais incidentes estimados para 2012, por sexo, exceto pele 

não melanoma (INCA – Disponível em 

<www.inca.gov.br/estimativa/2012/index.asp?ID=2>. Acesso em: 31/05/2013). 



 

Revisão da literatura 17 

 
Localização Primária 
Neoplasia Maligna 

Estimativa dos Casos Novos 

Homens Mulheres 

Estados Capitais Estados Capitais 

Casos 
Taxa 
Bruta 

Casos 
Taxa 
Bruta 

Casos 
Taxa 
Bruta 

Casos 
Taxa 
Bruta 

Próstata 60.180 62,54 15.660 75,26 - - - - 

Mama Feminina - - - - 52.680 52,50 18.160 78,02 

Colo do Útero - - - - 17.540 17,49 5.050 21,72 

Traquéia, Brônquio e 
Pulmão 

17.210 17,90 4.520 21,85 10.110 10,08 3.060 13,31 

Cólon e Reto 14.180 14,75 4.860 23,24 15.960 15,94 5.850 25,27 

Estômago 12.670 13,20 3.200 15,34 7.420 7,42 2.170 9,47 

Cavidade Oral 9.990 10,41 2.760 13,34 4.180 4,18 1.130 4,92 

Laringe 6.110 6,31 1.540 7,56 - - - - 

Bexiga 6.210 6,49 1.900 9,28 2.690 2,71 880 3,72 

Esôfago 7.770 8,10 1.500 7,26 2.650 2,67 520 2,27 

Ovário - - - - 6.190 6,17 2.220 9,53 

Linfoma não Hodgkin 5.190 5,40 1.560 7,66 4.450 4,44 1.560 6,85 

Glândula Tireóide - - - - 10.590 10,59 3.490 14,97 

Sistema Nervoso Central 4.820 5,02 1.190 5,82 4.450 4,46 1.200 5,23 

Leucemias 4.570 4,76 1.180 5,81 3.940 3,94 1.180 5,02 

        
Continua 
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Corpo do Útero - - - - 4.520 4,53 1.700 7,39 

Pele Melanoma 3.170 3,29 810 4,05 3.060 3,09 790 3,46 

Outras Localizações 43.120 44,80 11.100 53,33 38.720 38,61 10.320 44,50 

Subtotal 195.190 202,85 51.780 248,60 189.150 188,58 59.280 254,86 

Pele não Melanoma 62.680 65,17 14.620 70,39 71.490 71,30 15.900 68,36 

Todas as Neoplasias 257.870 267,99 66.400 318,79 260.640 259,86 75.180 323,22 

* Números arredondados para 10 ou múltiplos de 10 

Quadro 1: Estimativas para o ano de 2012 das taxas brutas de incidência por 100 mil habitantes e de número de casos 

novos por câncer, segundo sexo e localização primária. Fonte: INCA – Disponível em 

<http://www.inca.gov.br/estimativa/2012/tabelaestados.asp?UF=BR>. Acesso em: 31/05/2013. 
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Localização primária 

casos 
novos 

percentual   Localização primária 
casos 
novos 

percentual 

Próstata 60.180 30,8% 

 

Mama Feminina 52.680 27,9% 

Traquéia, Brônquio e 
Pulmão 

17.210 8,8% Colo do Útero 17.540 9,3% 

Cólon e Reto 14.180 7,3% Cólon e Reto 15.960 8,4% 

Estômago 12.670 6,5% Glândula Tireóide 10.590 5,6% 

Cavidade Oral 9.990 5,1% 
Traquéia, Brônquio e 
Pulmão 

10.110 5,3% 

Esôfago 7.770 4,0% Estômago 7.420 3,9% 

Bexiga 6.210 3,2% Ovário 6.190 3,3% 

Laringe 6.110 3,1% Corpo do Útero 4.520 2,4% 

Linfoma não Hodgkin 5.190 2,7% 
Sistema Nervoso 
Central 

4.450 2,4% 

Sistema Nervoso 
Central 

4.820 2,5% Linfoma não Hodgkin 4.450 2,4% 

 

* Números arredondados para 10 ou múltiplos de 10 

 

Quadro 2: Distribuição proporcional dos dez tipos de câncer mais incidentes estimados para 2012 por sexo, exceto pele 

não melanoma. Fonte: INCA – Disponível em <http://www.inca.gov.br/estimativa/2012/tabelaestados.asp?UF=BR>. 

Acesso em: 31/05/2013. 
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As causas do câncer ainda não estão definidas claramente, mas 

evidências levam a crer que fatores externos ambientais sejam as principais, 

lembrando que alterações genéticas podem ser herdadas. Entre os fatores 

ambientais, destacam-se os agentes químicos (nitrito, álcool), físicos (radiação 

ultravioleta – UV) e biológicos (Helicobacter pylori, papiloma vírus humano – 

HPV) (BRASIL, 2008). Também o estilo de vida (tabagismo, exposição 

excessiva à luz solar, estresse, sedentarismo) constitui outro fator que 

apresenta elevada influência no desenvolvimento do câncer (BRASIL, 2008; 

SANTOS, 2011). 

Sabe-se, porém, 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. Na caracterização destes 

genes temos: oncogenes (k-ras, c-myc, fos, ABL, AKT, ERB-B2, n-ras, PDGFR, 

jum, P16, ret), genes promotores do crescimento, genes supressores tumorais 

(APC, TP53, RB, WT1, NF1, DCC, FAP, MCC, BRCA1 e 2, VHL, MLH1) e 

genes responsáveis pelos reparos em erros de replicação (BRCA1, BRCA2, 

MMR, MLH1, MSH2, PMSL1, PMSL2 e MSH6) (LOPES; OLIVEIRA; PRADO, 

2002; PINTO, 2005; MARTINEZ, 2009). 

Atualmente existem variadas abordagens para tratamento de câncer. 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). 
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2.2 Novos Fármacos: Pesquisa e Desenvolvimento 

 

A pesquisa e desenvolvimento de novos fármacos antitumorais têm sido 

bastante incentivados por órgãos fomentadores e pela indústria, pois ainda 

existem vários tipos de tumores sem tratamento específico ou resistentes aos 

fármacos existentes. A busca por novos produtos menos agressivos ao 

organismo é constante, mesmo no manejo de tumores já tratáveis pela 

quimioterapia e radioterapia, pois afetam principalmente o sistema imunológico 

do paciente (BUSKÜHL, 2007). 

No ano de 2011, foi divulgada uma lista com 887 candidatos a protótipos 

de fármacos para tratamento de câncer, onde muitos contemplam alta 

tecnologia para combater a doença, enquanto outros envolvem pesquisas 

inovadoras no melhoramento de medicamentos existentes. Esses candidatos a 

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

and Drug Administration (FDA), a agência norte-americana para proteção da 

saúde pública (CASTELLANI, 2011). 

Um possível tratamento que estimule o sistema imunológico, ou que pelo 

menos não o deprima, incrementará as chances de recuperação do paciente, 

uma vez que muitos dos quimioterápicos em uso apresentam vários efeitos 

adversos, dentre eles a leucopenia, que aumenta a suscetibilidade dos 

pacientes às infecções. Existe, também, uma grande variedade de tumores que 
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não possuem tratamento satisfatório. Estas observações fazem com que a 

procura de novos fármacos com ação antitumoral e propriedades menos 

agressivas ao paciente sejam o enfoque mais freqüente de pesquisas 

(BUSKÜHL, 2007). 

Segundo Erhardt (2009) existem três possibilidades de pontos de partida 

na descoberta de uma nova substância: química translacional, pesquisa 

translacional e medicina translacional. Na química translacional, a descoberta 

ocorre por observação associada à estrutura química da substância, podendo 

ser obtida pela observação de um produto natural. Na pesquisa translacional, a 

descoberta deriva da observação com enfoque em biologia molecular ou 

farmacologia. Já na medicina translacional, a observação relativa à biologia tem 

sua origem na clínica, onde se verificam possíveis substâncias, em níveis 

teórico e computacional, com potencial para iniciar um estudo. 

Após determinar possíveis potenciais terapêuticos da substância em 

estudo, realizam-se testes bioquímicos e celulares com aquelas mais 

promissoras. Então as bibliotecas computacionais são alimentadas de dados, 

para que seja realizado o high-throughput screening (HTS), um método de 

experimentação científica muito importante principalmente nas áreas da biologia 

e química (GOMES, 2011).  

Métodos HTS, na química medicinal, permitem milhões de análises de 

compostos existentes em grandes bibliotecas. Estes métodos realizam a 

triagem nos bancos de dados a partir de uma entrada pré-definida, testando de 

centenas a milhares de compostos à procura de informações relevantes. A 
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molécula eleita “líder” é, então, trabalhada estruturalmente e testada para 

verificar sua eficácia, toxicidade e farmacocinética, de forma exaustiva. Como 

esta substância “líder” ainda não é bem conhecida, os testes são realizados in 

vitro (GOMES, 2011). 

 

2.3 Proteínas p53 e MDM2 

 

O Tp53 é um gene regulador pertencente a uma extensa rede 

responsável pelo controle da integridade do genoma frente a danos celulares, 

como ativação de oncogenes celulares, alterações cromossômicas, depleção 

de metabólitos, choque térmico, hipóxia e oncoproteínas virais (MENENDEZ et 

al., 2007; MAXIMOV & MAXIMOV, 2008; FERREIRA & ROCHA, 2010). Existe 

uma variedade de fatores, como o estresse e cofatores de transcrição que 

podem influenciar a interação direta entre p53 e o reparo ao DNA 

(VOGELSTEIN et al., 2000).  

Estas atividades ocorrem no percurso do desenvolvimento do câncer e 

acarretam mudanças biológicas, como o desequilíbrio entre apoptose e 

sobrevivência celular (MENENDEZ et al., 2007; PETITJEAN et al., 2007).  

O termo “guardiã do genoma” é atribuído à proteína p53 decorrente de 

sua função como “policial molecular”, por monitorar a integridade do genoma. 

Atua como um sensor de danos no DNA, auxiliando o sistema de reparo, onde 

utiliza os momentos de checkpoints para paralisar o ciclo celular ou induzir a 

apoptose, que é um processo de morte celular programada, prevenindo, desta 
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forma, a proliferação de células com DNA mutado (LEVINE; MOMAND; 

FINALY, 1991). 

A p53 apresenta várias formas de efetuar o reparo ou promover a 

apoptose, sendo guiada por diferentes fatores a gerar a resposta celular mais 

adequada (Figura 1) (ZÖRNIG et al., 2001; BROOKS & GU, 2003; MAXIMOV & 

MAXIMOV, 2008). 

 

Figura 1. Alvos da p53, sua complexação com MDM2 e local de ação 

dos nutlins. (adaptação) Fonte: Disponível em: 

www.nature.com/nrc/journal/v3/n2/full/nrc991.html Acesso em: 

05/09/1012  

 

Alguns estudos demonstram que a p53 é regulada por acetilação e 

desacetilação, sendo que, em resposta ao estresse, os níveis de acetilação da 

p53 aumentam significativamente e na ausência deste, a proteína p53 é 

http://www.nature.com/nrc/journal/v3/n2/full/nrc991.html
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mantida em níveis baixos, sem influenciar no destino da célula (LUO et al., 

2000; OREN, 2003). 

O bloqueio, das vias moduladas pela proteína p53, ocorre em muitos 

tipos de tumores tornando o ambiente permissivo para a proliferação de células 

anormais (PAMPALONA et al., 2012). Desta forma, a função supressora de 

tumor da proteína p53 é regulada negativamente, ou seja, inativada pelo gene 

MDM2 (Murine doble minute 2) (Figura 1). Então, as alterações genéticas das 

células tumorais, como a super expressão de MDM2, alteram o estado funcional 

da p53 (DEB, 2002; BROOKS & GU, 2006; TANG et al., 2008). 

Aproximadamente 50% dos tumores humanos têm a proteína p53 

reprimida devido à superprodução de MDM2, favorecendo o aparecimento de 

câncer. Conforme ilustrado na Figura 1, o MDM2 reprime a expressão de p53 

através de três mecanismos: primeiro, a MDM2 se liga a p53 em seu domínio 

de transativação bloqueando sua capacidade de ativar a transcrição; segundo, 

promove a exportação de p53 do núcleo para o citoplasma; e terceiro, MDM2 

atua como uma ligase de ubiquitina promovendo a degradação de p53. Por 

outro lado, em células normais a produção e expressão de p53 estão normais, 

assim como a quantidade de MDM2, fazendo com que a utilização de inibidores 

da ligação MDM2-p53 não acarrete danos a estas células (VAN MAERKEN et 

al., 2006; MICHAEL & OREN, 2003). 

Em situações normais, havendo mutação que envolva o gene p53, a 

estrutura quaternária de sua proteína é modificada, alterando as posições dos 

epítopos de MDM2, o que evita o processo de degradação, levando a um 
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acúmulo da proteína p53 no núcleo celular (LEHRBACH et al., 2009). A inibição 

do MDM2 é mecanismo potencial de desenvolvimento de fármacos 

antineoplásicos inovadores, como ocorre aos nutlins, recentemente 

desenvolvidos (VAN MAERKEN et al., 2006). 

  

2.4 Nutlins 

 

Os nutlins (Figura 2) são inibidores de uma interação fundamental entre 

duas proteínas envolvidas nas vias do câncer, apresentando-se como 

compostos centrados em um heterociclo contendo nitrogênio (DAVIS; 

JOHNSTON, 2011). 

 

Figura 2. Estrutura molecular do nutlin-3 (fórmula molecular C30H30Cl2N4O4). 

Fonte: Nutlin 3 (2007-2011). 

Nutlins são antagonistas, potentes e seletivos, de MDM2, que ativam a 

via p53, ocasionando a interrupção do ciclo celular e levando à apoptose em 
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células cancerosas que possuem o tipo selvagem do gene p53 (figura 1). Por 

outro lado, a resposta das células normais, que não possuem alta carga de 

apoptose, presente nas células tumorais, limita-se à interrupção reversível do 

ciclo celular, exceto em certos tipos de células da medula óssea. Portanto, os 

nutlins, por proporcionarem a restauração da função do gene p53, podem 

adquirir um excelente uso terapêutico 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). 

Nutlins (1, 2 e 3) são análogos à cis-imidazolina com capacidade de 

deslocar a proteína p53 recombinante do seu complexo MDM2 com valores IC50 

variando de 100 nM a 300 nM (SHANGARY; WANG, 2009; VASSILEV et al., 

2004). Em teoria, eles se ligam ao domínio hidrofóbico do MDM2, deslocando a 

proteína p53. A visualização dessa ligação é possível através de análises 

cristalográficas tridimensionais, da estrutura. Os nutlins interagem com a fenda 

hidrofóbica do MDM2, por semelhança na região de ligação helicoidal da p53. 

Verificou-se que os nutlins bloqueiam a interação MDM2-p53, conduzindo à 

apoptose e inibindo o crescimento de xenotransplantes tumorais humanos em 

camundongos nude (SHANGARY; WANG, 2009; VASSILEV et al., 2004). 

Nutlin 3 (figura 2), um composto desta família, se revelou eficaz contra 

uma variedade de tumores: neuroblastoma, linfoma, rabdomiossarcoma e 

leucemia linfoblástica aguda (GU et al., 2008; MIYACHI et al., 2009; TABE et 

al., 2009; VAN MAERKEN et al., 2006). Estudos de alterações em sua estrutura 
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molecular tendem a obter novos compostos com diferentes características 

farmacocinéticas e farmacodinâmicas. 

 

2.5 LQFM030 

 

No ano de 2010 publicou-se uma lista de 34 novos fármacos que foram 

inseridos no mercado farmacêutico em 2009, entre eles apenas seis são 

antitumorais: everolimus da Novartis Pharmaceuticals, utilizado no tratamento 

de carcinoma renal avançado; ofatumumabe da Genmab, para tratamento de 

leucemia linfocítica crônica que apresenta recidiva aos tratamentos disponíveis; 

pralatrexato da Allos Therapeutics, para uso em linfoma de células-T periféricas 

resistentes a tratamento já praticado; romidepsina da Gloucester 

Pharmaceuticals, empregado em linfoma de células-T cutâneas; pazopanibe  da 

GlaxoSmithKline, indicado para tratamento de carcinoma de células renais em 

grau avançado; vacina contra o papiloma vírus humano (HPV)  patenteada pela 

GlaxoSmithKline, indicada para prevenção de câncer cervical (PhRMA, 2010). 

Isto demonstra que esses novos fármacos antitumorais correspondem a 

17,65% do total que foram incorporados ao mercado em 2009, o que ratifica a 

demanda por novos fármacos antitumorais principalmente mais efetivos, 

seguros e com menor índice de efeitos colaterais quando em comparação 

àqueles utilizados na prática clínica (HARDMAN; LIMBIRD, 2001). 
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Visando a obtenção de compostos com mecanismo de ação semelhante 

ao dos nutlins, o Laboratório de Química Farmacêutica e Medicinal (LQFM) da 

Faculdade de Farmácia da UFG investiu em estudos de simplificação molecular 

desta família atingindo resultados promissores, quanto ao novo desenho 

molecular, as reações de síntese e o mecanismo antineoplásico, originando um 

novo candidato a protótipo de fármaco, derivado do protótipo nutlin-1, o 

LQFM030 (Figura 3) (CARVALHO, 2011). 

 

C16H19ClN4O 

Figura 3. Estrutura molecular do LQFM030: 1-(4-((1-(4-clorofenil)-1H-pirazol-4-

il)metil)piperazin-1-il)etanone. Fonte: Labre, L.Q.V. (2012). 

A qualificação para produção em escala industrial, do LQFM030, foi 

alcançada devido a bons rendimentos químicos, empregando-se uma 

metodologia de síntese com poucas etapas, partindo-se de compostos 

disponíveis no mercado. Ademais, sua obtenção foi planejada por meio de 

sínteses convergentes, demonstradas em relatório de requerimento de patente 

(protocolo nº 0000221106814546 – INPI), obtendo-se um composto com Log P 

= 1,56 e PF = 95-97ºC, (CARVALHO, 2011; MENEGATTI, 2011). 
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Em estudos anteriores, o LQFM030 apresentou excelente perfil 

citotóxico, aumento de sobrevida e efeitos estatisticamente significativos 

identificados sobre o ciclo celular das células K-562, demonstrados em relatório 

de requerimento de patente (protocolo nº 0000221106814546 – INPI) 

(MENEGATTI, 2011). 

Em estudo de toxicidade aguda por dose única, conforme padrão 

internacional (OECD, 2001), visando avaliar a segurança do composto 

LQFM030, após a administração por gavagem de 300 mg/kg, não foram 

observados sinais de toxicidade visíveis e as alterações comportamentais 

sistemáticas não alteraram a escala do screening hipocrático. Já na dose de 

2.000 mg/kg, alterações no comportamento sistemático do animal foram 

visíveis, destacando-se piloereção na escala de 2 e catatonia na escala de 3. 

Não ocorreu nenhuma morte de animais durante todo o período do 

experimento, ficando o LQFM030 classificado na categoria 5 do Global 

Harmonized System (GHS). A análise macroscópica, realizada por necropsia, 

seguindo sugestão de normas internacionais (OECD, 2001), não demonstrou 

alteração estrutural ou visual de fígado, baço, coração, pulmão, rins e estômago 

(CARVALHO, 2011). 

Embora tipos de compostos antitumorais, assim como o LQFM030 sejam 

alvos de grande interesse pela indústria, ainda não existem uma disponibilidade 

razoável de dados na literatura sobre os perfis farmacocinéticos destes 

agentes. 
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2.6 Farmacocinética pré-clinica e sua importância nos estudos clínicos 

 

O descobrimento de novos fármacos é um processo complexo, onde 

coexistem trabalhos de diversos grupos de especialistas das mais variadas 

áreas do conhecimento, principalmente das Ciências da Saúde, Biológicas e 

Exatas. Trata-se, portanto, de atividade multidisciplinar onde a química 

medicinal funciona como eixo central do processo. Este processo é composto 

por etapas, entre elas: de pesquisa e desenvolvimento, que contemplam 

atividades de seleção do alvo molecular com desenvolvimento de ensaios 

farmacológicos específicos, para aferir a atividade sobre o alvo selecionado e a 

eficácia em modelos experimentais da patologia escolhida para estudo; 

desenho molecular racional de possíveis ligantes para o alvo escolhido, como 

estratégia de abordagem fisiológica; e descoberta de compostos protótipos e 

seus melhoramentos, etapa crítica desta fase (ROCCO et al., 2010). 

Pesquisas com novos fármacos/medicamentos merecem especial 

atenção por utilizarem seres humanos como sujeitos, além da possível 

repercussão de seus resultados (GOLDIM, 2007). Tais projetos de pesquisa 

são agrupados em etapas e fases, regulamentadas por diferentes documentos 

e diretrizes, visando preservar a integridade e segurança dos participantes. No 

Brasil, as fases de Pesquisa Clínica são regidas pelas Resoluções nº 196 e nº 

251 do Conselho Nacional de Saúde – CNS (BRASIL, 1996; BRASIL, 1997) e 

pela Resolução nº 129 do MERCOSUL (1996). Esses estudos podem ser 
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classificados em duas etapas: pré-clinica e clínica, sendo aquela realizada em 

modelos celulares e animais e esta em seres humanos. Em conformidade com 

a Resolução nº 251 (BRASIL, 1997), a pesquisa pré-clínica deve gerar 

informações que justifiquem a realização de pesquisas em seres humanos. 

Resultados pré-clínicos devem demonstrar a relevância dos dados 

obtidos visando possíveis aplicações terapêuticas além de estimar alguns dos 

riscos com o seu uso. Esporadicamente, estudos pré-clínicos também são 

denominados “estudos de fase 0”, por antecederem as fases clínicas, onde 

seres humanos são incluídos (GOLDIM, 2007). 

Estudos com animais, que tentam elucidar a farmacocinética de uma 

substância química, são conduzidos no sentido de obter informações sobre 

absorção, distribuição, biotransformação (metabolismo) e excreção, visando 

estabelecer uma relação entre concentração ou dose com a toxicidade 

observada e entendimento de seu mecanismo. Então, a partir daí, conhecemos 

os parâmetros farmacocinéticos básicos e o potencial de acumulação, em 

tecidos e órgãos, da substância testada, bem como seu perfil indutor ou inibidor 

metabólico. Estes dados farmacocinéticos podem contribuir em 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). 

A farmacocinética (Figura 4) emprega, em seus estudos, modelos 

matemáticos na descrição das variações de concentração versus tempo, dos 

processos de administração, absorção, distribuição, biotransformação e 

eliminação dos fármacos. A variável básica, dos estudos de cinética, é a 
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concentração dos fármacos e de seus metabólitos nos diferentes líquidos e/ou 

compartimentos biológicos. A escolha do modelo farmacocinético a ser seguido, 

requer algumas considerações especiais, devendo-se atentar às características 

físico-químicas dos fármacos, bem como seu comportamento no sistema 

biológico. Deve-se, também, conhecer os problemas e limitações da análise 

farmacocinética, assim como suas relações com a farmacodinâmica (SILVA, 

2010). 

 

Figura 4. Etapas farmacocinéticas da administração oral de fármacos. 

Fonte: Disponível em: http://www.sistemanervoso.com/images/farma/fac_00.gif 

Acesso em: 05/09/2012  
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Parâmetros farmacocinéticos podem ser determinados usando-se 

sistemas de dose única ou de múltiplas doses do fármaco/medicamento. 

Estudos que utilizam dose única são realizados em pouco tempo e os pacientes 

ou animais ficam menos expostos aos fármacos. A dose, estabelecida no 

estudo, não deve ser tóxica, mas elevada o suficiente a ponto de facilitar a 

identificação do metabólito nas formas de excreção e no plasma, otimizando a 

obtenção de resultados (GOMES, 2011). 

Preconiza-se o uso de doses múltiplas quando: o método analítico não 

apresenta sensibilidade suficiente que permita utilizar o método de dose única; 

em estudos idealizados para produtos de liberação controlada; quando o 

fármaco é muito tóxico; quando se suspeita de cinética dependente do tempo 

ou não linear. Em estudos de dose única determinam-se o volume de 

distribuição (Vd), o clearance e a meia-vida do fármaco (SILVA, 2010). 

O conceito de 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). 

O grau de distribuição de um fármaco no organismo pode ser 

interpretado pelo seu volume aparente de distribuição (Vd), que representa o 

volume no qual uma dose específica do fármaco deve ser solubilizada visando 

atingir a mesma concentração plasmática (SCHELLACK, 2006). Este parâmetro 

(Vd) pode sofrer alterações por influência de diferentes fatores, entre eles: sexo, 
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idade, peso, estado patológico e nutritivo, relacionados ao paciente, e 

polaridade, grau de ionização, lipossolubilidade e porcentagem de ligação às 

proteínas plasmáticas, relacionados ao fármaco (SILVA, 2010). 

Quando queremos indicar o grau de depuração de determinada droga do 

sangue, utilizamos uma palavra de origem inglesa, clearance, que é expressa 

em unidade de volume de sangue depurado por uma unidade de tempo. 

Consiste em um parâmetro farmacocinético intimamente relacionado com a 

constante de eliminação (kel), apresentando um índice direto de eliminação 

originária do sangue. 

Métodos cromatográficos são muito utilizados na obtenção de 

concentrações das drogas, nos fluidos corporais, sendo entre eles a 

cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) o mais utilizado, pela sua 

sensibilidade e ampla aplicabilidade a diversas substâncias de interesse nos 

vários campos da ciência (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002). 

Entre os detectores, de diversos tipos e especificidades, podemos citar 

como mais utilizados os de espectro de massa - MS, ultravioleta visível – UV-

Vis, índice de refração e UV com detector de arranjo de diodos – DAD (CASS; 

DEGANI, 2001). 

Sabendo que estudos em animais são de grande utilidade e necessários, 

pois auxiliam a compreensão das ações de novos protótipos a candidatos a 

fármacos, permitindo estabelecer seu perfil farmacocinético e com ele sua 

segurança e toxicidade e considerando sua potencialidade terapêutica, o 
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candidato a protótipo de fármaco antitumoral LQFM030 continua sendo 

estudado gerando novas descobertas e perspectivas como antineoplásico.  

A proposta deste trabalho é continuar o estudo do perfil farmacocinético 

do LQFM030, agora em outro roedor, rato, por outra via de administração, oral, 

utilizando nova forma de coleta, por canulação venosa jugular, e diferente 

método de cromatografia, LC/MS-MS, visando determinar seus parâmetros 

iniciais de caracterização cinética e compará-los com outros modelos descritos 

na literatura, além de discutir as possíveis diferenças observadas e suas 

prováveis causas. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

 

Determinar e avaliar os parâmetros farmacocinéticos do candidato a 

protótipo de fármaco antitumoral LQFM030 em ratos. 

 

3.2  Objetivos específicos 

 

Estudar a farmacocinética do candidato a protótipo de fármaco 

antitumoral LQFM030, em ratos, por via oral; 

Comparar os parâmetros farmacocinéticos do LQFM030 em ratos,  com 

outros modelos descritos na literatura. 

Discutir as possíveis diferenças observadas nos parâmetros cinéticos e 

prováveis causas. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Materiais 

 

Neste estudo foram utilizados: 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 diariamente do sistema Milli-Q (Millipore) utilizando o ultrapurificador de 

água Direct-Q Milliore (São Paulo, SP, Brasil); LQFM030, sintetizado pelo 

Laboratório de Química Farmacêutica Medicinal da Universidade Federal de 

Goiás (UFG); domperidona CRS Farmacopéia Européia, utilizada com padrão 

interno (PI). 

Como modelo animal, foram utilizados ratos machos saudáveis, com 

peso médio de 186 g, idade aproximada de oito (08) semanas, provenientes do 

Biotério Central da UFG, em Goiânia, GO. Este estudo foi aprovado pelo 

Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) da UFG com protocolo nº 137/2009. 
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Os procedimentos envolvendo o manejo e cuidados dos animais foram 

realizados baseados no Niehs Handbook for Investigators and Technicians, do 

National Institute of Environmental Health Scienses (NIEHS) nos Estados 

Unidos da América, de setembro de 2007 e “Princípios Éticos de 

Experimentação Animal”, propostos pelo COBEA, visando minimizar o 

sofrimento dos animais através da realização correta de todos os 

procedimentos que envolvam os mesmos, segundo preceitos legais 

encontrados na “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. 

 

4.2 Instrumentação 

 

4.2.1 Cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) 

 

As análises quantitativas de LQFM030 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). 

As análises foram realizadas com coluna ACE® C18 (100 mm × 4,6mm, 

tamanho de partícula 5µm) (Advanced Chromatography TechnologiesLtda., 

Aberdeen, Scotland), em temperatura de 40°C . A fase móvel utilizada foi 
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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). 

Método desenvolvido e validado em conjunto com GOMES, S. A., segundo 

RDC-27 da Agência Nacional de Vigilância Sanitária – ANVISA, publicada em 

17 de maio de 2012. 

 

4.2.2 Equipamentos 

 

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®). 

 

4.2.3 Preparo de solução padrão e reagentes 

 

O LQFM030 (25 mg) foi pesado e posteriormente 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 10mL, completado o 
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volume com metanol 50% e homogeneizado, fornecendo a solução primária 

com 500 µg/mL. 

A seguir, foram realizadas diluições seriadas, para obter as soluções de 

trabalho, até concentrações finais de 50 ng/mL, 150 ng/mL, 1250 ng/mL, 12500 

ng/mL, 25000 ng/mL, 37500 ng/mL, 60000 ng/mL, 75000 ng/mL,120000 ng/mL 

e 500000 ng/mL. Similarmente, foi preparada solução de domperidona (50 

µg/mL) em metanol 50%, grau HPLC, para uso como PI. Todas as soluções de 

LQFM030 e PI foram estocadas a -20ºC para uso posterior. 

 

4.2.4 Metodologia de extração do LQFM030 de amostras de plasma 

 

As amostras da curva de calibração (10 ng/mL, 30 ng/mL, 250 ng/mL, 

2500 ng/mL, 5000 ng/mL, 7500 ng/mL, 12000 ng/mL, 15000 ng/mL) e os Limite 

Inferior de Quantificação (LIQ), Controles de Qualidade Baixo (CQB), médio 

(CQM), alto (CQA) e diluição (CQD), de 10 ng/mL, 30 ng/mL, 7500 ng/mL, 

12000 ng/mL e 15000 ng/mL respectivamente, foram preparados em tubos 

falcon de 10 mL. Em frascos ependorff de 2 mL, foram colocados 25µL de cada 

uma das soluções de trabalho contendo LQFM030, 2 µL de solução de PI 

domperidona (50000 ng/mL), 25 µL de solução de hidróxido de sódio 0,01 M, 

125 µL de plasma e acrescentados 1.000 µL de éter metil-terc-butil (MTBE). 

Agitou-se cada tubo por 1 min e, em seguida, centrifugou-os a 10.000 rpm por 5 

min. Foram transferidos 500 µL da camada orgânica para tubo de ensaio limpo 
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e levado para evaporação até secura, sob fluxo de oxigênio a 10 lbf/pol, em 

temperatura de 50ºC. A amostra seca foi ressuspendida com 500 µL de metanol 

50%, agitada por 01 minuto em vórtex, transferida para um vial com insert limpo 

e injetada no cromatógrafo (3 µL). 

Cada uma das curvas de calibração no plasma consistiu em branco, 

branco (com PI), 8 (oito) níveis de calibração em duplicata e 6 (seis) replicatas 

de cinco controles de qualidade: CQA, CQD, CQM, CQB e LIQ, com 

ponderação igual a 1/x2, devido à heterocedasticidade do método, analisadas 

por três dias para avaliação de linearidade, precisão e exatidão. 

 

4.3 Experimentação em Animais 

 

Os animais foram acondicionados na Sala de Experimentação Animal do 

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

de Farmácia da UFG, para aclimatação, 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 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 utilizados 3 animais, ratos 

machos jovens, tendo sido o candidato a protótipo de fármaco antineoplásico 

LQFM030 administrado, em dose preestabelecida (100 mg/Kg), por gavagem, 
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no mesmo instante. Após o procedimento de gavagem, os animais foram 

anestesiados, por via intraperitoneal, com uretano (500 mg/Kg) e cloralose (50 

mg/Kg), e colocados em decúbito dorsal sobre suporte firme, para procedimento 

de canulação da veia jugular esquerda, para posterior coleta sanguínea. Após a 

conclusão do procedimento de canulação venosa, iniciou-se os procedimentos 

de coleta sanguínea com seringas heparinizadas, sendo retirados volumes de 1 

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

salina estéril, nos tempos de 0,5 h, 1 h, 2,5 h, 3,5 h, 4,5 h, 6 h, 7 h e 8 h.  

Foi utilizada a heparina, 5 UI/mL, como anticoagulante, sendo colocada 

uma gota em cada tubo ependorf e feita a ambientação das seringas antes da 

coleta. 

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

tempo da coleta) e centrifugadas para obtenção do plasma, onde, 

posteriormente, foram realizadas as dosagens do protótipo LQFM030, por LC-

MS/MS, utilizando método analítico desenvolvido e validado em conjunto com 

Gomes, S.A., no Instituto de Ciências Farmacêuticas (ICF) para este estudo. 

As concentrações plasmáticas, obtidas no experimento, foram utilizadas 

na confecção dos gráficos que demonstram as curvas de concentração 

plasmática versus tempo e na determinação dos parâmetros farmacocinéticos.  

As análises foram realizadas observando os perfis individuais dos 

animais que constituíam o grupo experimental. Foram mensurados os 

parâmetros farmacocinéticos de biodisponibilidade absoluta, meia-vida, 
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clearance, volume aparente de distribuição concentração plasmática máxima 

(Cmax). 

A Cmax foi o único parâmetro farmacocinético obtido diretamente dos 

dados experimentais, sendo os demais calculados utilizando-se os gráficos das 

curvas de concentração plasmática versus tempo. O parâmetro de meia-vida foi 

obtido 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 (ASC) de concentrações 

plasmáticas versus tempo ASC0-t e ASC0-∞ foram obtidas utilizando-se para 

cálculos 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, 

onde Vd = Cl/β. 

Os resultados alcançados no estudo de farmacocinética pré-clínica são 

demonstrados por intermédio de parâmetros apresentados pelo programa 

Winnonlin 5.0, fornecido pela empresa Pharsight (St. Louis, MO, Estados 

Unidos). 
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RESUMO 

LQFM030 é um candidato a protótipo de fármaco antitumoral com ação 

antineoplásica demonstrada em estudos anteriores. O presente trabalho demonstrou 

resultados obtidos com experimentação em ratos, utilizando administração em dose 

única, p.o., coleta sanguínea através de canulação de veia jugular e técnica analítica 

validada em LC/MS-MS e os comparou com resultados de outros estudos realizados 

em condições diferentes. Os animais receberam dose de 100 mg/kg (p.o.) de 

LQFM030 e foram anestesiados para realização de coleta sanguínea seriada nos 

intervalos de 0,5 h, 1 h, 2,5 h, 3,5 h, 4,5 h, 6 h, 7 h e 8 h. Os parâmetros analíticos 

utilizados em LC-MS/MS foram: coluna ACE® C18 (100 mm×4,6 mm, tamanho de 

partícula 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 domperidona, extração líquido-líquido com éter metil-terc-butil 

(MTBE) e volume de injeção de 3,0 μL. As médias dos parâmetros farmacocinéticos 

foram: t(1/2) = 3,61 ± 0,68 h; ClT/F = 36,49 ± 2,23 mL/min/kg; Vd/F = 11,41 ± 1,58 

L/kg. O LQFM030 apresentou baixo valor de t1/2, elevado Vd e elevado valor de CLT, 

permitindo entender que o protótipo estudado apresentou bom perfil de distribuição 

tecidual e/ou foi extensivamente eliminado. Quando comparados com parâmetros 

cinéticos obtidos em outros estudos, observou-se diferença nos resultados, 

justificada pela elevada variabilidade interespécies, principalmente na taxa de 

metabolismo basal e peso corporal, uma vez que as vias de administração, oral e 

intraperitoneal, são cineticamente semelhantes. 

 

Palavras-chave: nutlins. LQFM030. Farmacocinética pré-clínica. 



Avaliação farmacocinética pré-clinica, de um candidato a protótipo de fármaco antitumoral. 

Publicação 48 

ABSTRACT 

Preclinical pharmacokinetic of LQFM030, a candidate antineoplasic prototype 

drug by LC/MS-MS. 

LQFM030 is a candidate prototype antitumor drug with antineoplastic action 

demonstrated in previous studies. The present study showed results with rats using a 

single dose, orally, blood collection by jugular vein cannulation and analytical 

technique validated LC/MS-MS and compared with results from other studies 

conducted indifferent conditions. The animals received 100 mg/kg (p.o.) of LQFM030 

and they were anesthetized for serial blood collection was performing in the following 

intervals of 0.5 h, 1 h, 2.5 h, 3.5 h, 4.5 h, 6 h, 7 h e 8 h. The analytical parameters 

were used for LC-MS/MS: ACE® C18 column (100mm x 4.6 mm, particle size 5 mM), 

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

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

domperidone, liquid-liquid extraction with methyl tert-butyl ether (MTBE) and injection 

volume 3.0 µL. The mean pharmacokinetic parameters were: t(1/2) = 3.61 ± 0.68 h; 

ClT/F = 36.49 ± 2.23 mL/min/kg, Vd/F = 11.41 ± 1.58 L/kg. The LQFM030 had low 

value of t1/2, Vd high and high value of CLT, allowing us to understand that the 

prototype studied showed good tissue distribution profile and/or has been extensively 

cleared. When compared with the kinetic parameters obtained in other studies, it was 

observed difference in results is justified by the high interspecies variability, mainly in 

basal metabolic rate and body weight, once the route of administration, orally and 

intraperitoneally, are kinetically similar. 

 

Keywords: nutlins. LQFM030. Preclinical pharmacokinetics.
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INTRODUÇÃO 

 

Testes pré-clínicos, em geral, visam estudar parâmetros farmacocinéticos, 

farmacodinâmicos e toxicológicos, no intuito de avaliar a segurança e a eficácia dos 

compostos candidatos a fármacos, utilizando estudos realizados in vitro, in vivo, in 

silico e ex vivo (DICKSON; GAGNON, 2004). Desta forma, ensaios pré-clínicos 

podem fomentar a inovação ou interromper uma pesquisa. 

Ensaios de avaliação do perfil farmacocinético de uma substância química 

são conduzidos no sentido de obter informações sobre os processos de absorção, 

distribuição, biotransformação (metabolismo) e excreção, pretendendo auxiliar no 

estabelecimento das relações entre concentração plasmática, dose do fármaco e 

toxicidade observada, além de facilitar a elucidação do mecanismo deste último 

parâmetro (GOMES, 2011). 

A regulamentação das atividades de pesquisa, envolvendo seres humanos e 

animais, encontrou nos estudos destinados a descobrir novos fármacos um dos seus 

grandes fatores motivadores (GOLDIM, 2007). Estes estudos são classificados em 

duas etapas: pré-clinica e clínica, sendo aquela realizada em modelos celulares e 

animais, enquanto esta é aplicada a seres humanos. No Brasil, conforme preconiza 

a Resolução nº 251 do Conselho Nacional de Saúde (CNS) (BRASIL, 1997), a 

pesquisa pré-clínica deve fornecer informações que justifiquem o prosseguimento 

dos estudos com a realização de pesquisas em seres humanos (GOLDIM, 2007). 

Utilizando técnicas de modelagem computacional, através de estudos 

recentes descobriu-se um grupo de moléculas denominadas nutlins, que auxiliam o 

organismo no combate ao crescimento de tumores, podendo, por isto, se 
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caracterizarem como a mais nova estratégia de combate ao câncer (GOMES, 2011; 

VAN MAERKEN et al., 2006). 

Os nutlins são compostos centrados em um heterociclo contendo nitrogênio 

(Figura 1). Apresentam como função principal, no combate ao câncer, a inibição da 

molécula MDM2, que modula, regulando de forma negativa, a atividade da proteína 

p53, supressora de tumor considerada “guardiã do genoma” (DAVIS; JOHNSTON, 

2011; VAN MAERKEN et al., 2006). Os nutlins têm atraído grande interesse, por 

parte de pesquisadores e indústrias farmacêuticas. 

 

 

Figura 1. Estrutura molecular do nutlin-3. Fonte: Nutlin 3 (2007-2011). 

Com a proposta de desenvolver compostos com o mesmo mecanismo de 

ação, o Laboratório de Química Farmacêutica e Medicinal (LQFM) da Faculdade de 

Farmácia da Universidade Federal de Goiás (UFG), tendo como molde o protótipo 

nutlin-1, iniciou um estudo visando a simplificação molecular dos nutlins, obtendo 

resultados promissores, logrando êxito quanto ao desenho da molécula, a síntese e 
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avaliação do perfil antineoplásico de um novo candidato a protótipo de fármaco, 

nomeado LQFM030 (Figura 2) com Log P = 1,56 e PF = 95-97ºC (CARVALHO, 

2011; MENEGATTI, 2011). 

 

C16H19ClN4O 

Figura 2. Estrutura molecular do LQFM030: 1-(4-((1-(4-clorofenil)-1H-pirazol-4-

il)metil)piperazin-1-il)etanone. Fonte: Labre, L.V.Q. (2012) 

Em estudos anteriores, o LQFM030 apresentou excelente perfil citotóxico, 

aumento de sobrevida e efeitos estatisticamente significativos identificados sobre o 

ciclo celular das células K-562, demonstrados em relatório de requerimento de 

patente (protocolo nº 0000221106814546 – INPI) (MENEGATTI, 2011). 

No intuito de avaliar a segurança do composto LQFM030, verificou-se em 

estudo de toxicidade aguda com administração por gavagem utilizando dose única 

de 300 mg/kg, realizado de acordo com padrão internacional (OECD, 2001), a não 

existência de sinais de toxicidade visíveis além das observações comportamentais 

sistemáticas ficarem na escala 0 do screening hipocrático. No mesmo estudo, agora 

utilizando a dose de 2.000 mg/kg, alterações no comportamento sistemático do 
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animal foram observadas, identificando piloereção na escala 2 e catatonia na escala 

3. Não houve morte, ou letalidade, dos animais ao longo do período experimental, 

ficando o LQFM030 classificado na categoria 5 do Global Harmonized System 

(GHS), para toxicidade aguda pela via oral. Em análises macroscópicas de material 

de necropsia, sugeridas nas normas internacionais (OECD, 2001), não foram 

observadas alterações visuais ou estruturais do fígado, baço, coração, pulmão, rins 

e estômago (CARVALHO, 2011). 

Considerando, então, os resultados farmacológicos iniciais nos quais a ação 

benéfica do LQFM030 para atividade antineoplásica foi identificada, iniciou-se este 

estudo no intuito de: 

 Estudar a farmacocinética do candidato a protótipo de fármaco 

antitumoral LQFM030, em ratos, por via oral; 

 Comparar os parâmetros farmacocinéticos do LQFM030 em ratos,  

com outros modelos descritos na literatura ; 

 Discutir as possíveis diferenças observadas nos parâmetros cinéticos e 

prováveis causas. 

Através dos resultados obtidos pelo presente trabalho, futuros estudos 

de biodisponibilidade, posologia e aplicabilidade terapêutica do LQFM030 

terão um grande auxílio em suas análise e compreensão. 
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MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Reagentes 

 

Foram utilizados neste estudo: 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 diariamente do sistema 

Milli-Q (Millipore) utilizando o ultrapurificador de água Direct-Q Milliore (São Paulo, 

SP, Brasil); LQFM030, sintetizado pelo Laboratório de Química Farmacêutica 

Medicinal da Universidade Federal de Goiás (UFG); domperidona CRS Farmacopéia 

Européia, utilizada com padrão interno (PI). 

 

Aspectos Éticos 

 

O presente estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) do 

Hospital das Clínicas (HC), da UFG, sob protocolo nº 137/2009. Os procedimentos 

envolvendo o manejo e cuidados dos animais foram realizados baseados no Niehs 

Handbook for Investigators and Technicians, do National Institute of Environmental 

Health Scienses (NIEHS) nos Estados Unidos da América, de setembro de 2007 e 

“Princípios Éticos de Experimentação Animal”, propostos pelo COBEA, visando 

minimizar o sofrimento dos animais através da realização correta de todos os 
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procedimentos que envolvam os mesmos, segundo preceitos legais encontrados na 

“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. 

 

Experimento 

 

Foram utilizados ratos machos saudáveis, com peso corpóreo médio de 186 ± 

2 g, provenientes do Biotério Central da UFG, em Goiânia, GO. Durante todo o 

experimento e por um período de aclimatação de sete dias antes do início do 

experimento, os animais foram acondicionados na Sala de Experimentação Animal 

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

de Farmácia da UFG, à temperatura ambiente (25 ± 2ºC) com umidade relativa do ar 

entre 50% e 70% e ciclo claro-escuro de 12/12 h. Receberam água filtrada e ração 

para roedores (Labina, Purina do Brasil Ltda., Paulínia, SP, Brasil) ad libitum. 

Os animais receberam uma dose de LQFM030 de 100 mg/kg de peso 

corporal, em solução, por via oral (p.o.), com suspensão alimentar e de água 6 h 

antes do início do experimento. 
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Delineamento do estudo farmacocinético 

 

Para o estudo farmacocinético, utilizaram-se três animais numerados 1, 2 e 3, 

empregando-se a preparação de LQFM 030 na dose de 100 mg/Kg, por via oral e 

coleta sanguínea por canulação de veia jugular. 

A solução do protótipo LQFM030, preparada em etanol, propilenoglicol e água 

ultra pura, nas proporções de 3:47:50 (v/v/v), foi administrada p.o. na dose de 100 

mg/kg de peso corporal a cada animal do experimento. Após o procedimento de 

gavagem, os animais foram anestesiados, por via intraperitoneal, com uretano (500 

mg/Kg) e cloralose (50 mg/Kg), e colocados em decúbito dorsal sobre suporte firme, 

para procedimento de canulação da veia jugular esquerda, para posterior coleta 

sanguínea. Foi utilizada a heparina, 5 UI/mL, como anticoagulante, sendo colocada 

uma gota em cada tubo ependorf, onde seriam depositadas as amostras, e feita a 

ambientação das seringas antes da coleta. 

Concluído o procedimento de canulação venosa, iniciaram-se as coletas 

sanguíneas com as seringas heparinizadas, sendo retirados volumes de 1 mL de 

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

nos tempos de 0,5 h, 1 h, 2,5 h, 3,5 h, 4,5 h, 6 h, 7 h, 8 h. 

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

tempo da coleta) e centrifugadas a 3000 rpm por 12 min para obtenção do plasma, 

que foi congelado a -20ºC até a análise por LC/MS-MS.  

O branco analítico, para os três animais pertencentes ao estudo foi 

representado por amostra de plasma de rato sem receber o LQFM030, apenas os 

diluentes e anestésicos. 
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Para a caracterização da molécula LQFM030, foi utilizado espectrômetro de 

massas Applied Biosystems MDS Sciex API 3200 Triplo Quadrupolo (MS/MS), 

coluna ACE® C18 (5 μm, 4,6 mm × 50 mm), à temperatura de 40°C. A fase móvel foi 

constituída por mistura de tampão 2 mM acetato de amônio com ácido fórmico 

0,025% e metanol (50:50), com fluxo de 1.200 µL/min e volume de injeção de 3 µL. 

Para o processo de extração do LQFM030, preparou-se uma alíquota de 200 

µL das amostras de plasma em tubos falcon de 10 mL, conforme a seguinte 

metodologia: em frascos ependorff de 2 mL, foram colocados 25 µL de cada uma 

das soluções de trabalho contendo LQFM030,  25 µL  de solução de PI domperidona 

(50000 ng/mL), 25 µL de solução de hidróxido de sódio 0,01 M, 125 µL de plasma e 

acrescentados 1.000 µL de éter metil-terc-butil (MTBE); agitou-se cada tubo por 1 

min e, em seguida, centrifugou-os a 10.000 rpm por 5 min; foram transferidos 750 µL 

da camada orgânica para tubo de ensaio limpo e levados para evaporação até 

secura, sob fluxo de oxigênio a 10 lbf/pol, em temperatura de 50ºC. A amostra seca 

foi ressuspendida com 250 µL de metanol 50%, agitada por 1 minuto em vórtex, 

transferida para um vial com insert limpo e injetada no cromatógrafo (3 µL). 

Cada uma das curvas de calibração no plasma consistiu em branco, branco 

com PI, 8 (oito) níveis de calibração em duplicata e 6 (seis) replicatas de cinco 

controles de qualidade: CQA, CQD, CQM, CQB e LIQ, com ponderação igual a 1/x2, 

analisadas por três dias para avaliação de linearidade, precisão e exatidão. 

O método analítico foi previamente validado, em conjunto com Gomes, S.A., 

no Instituto de Ciências Farmacêuticas (ICF), utilizando como parâmetros os testes 

recomendados na RDC nº 27/2012 - ANVISA, tendo apresentado linearidade de 10 a 

15000 ng/mL e limite inferior e superior, de detecção e quantificação, de 10 ng/mL e 

15000 ng/mL, respectivamente. A precisão foi avaliada em termos de repetibilidade 
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(intracorrida), resultando de 0,6% a 5,5%, e precisão intermediária (intercorrida), 

resultando 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 

obtidos foram tR (LQFM030) = 2,48’  e tR (domperidona) = 3,01’ 

Após obtenção das concentrações do LQFM 030 nos respectivos tempos de 

coleta de amostra, os valores foram plotados em software Winnonlin 5.0 Pharsight 

(St. Louis, MO, Estados Unidos), resultando em quatro curvas de concentração 

versus tempo, sendo uma para cada rato participante do experimento e uma para a 

média, permitindo a avaliação do perfil de decaimento plasmático, obtendo-se os 

seguintes parâmetros farmacocinéticos, em modelo monocompartimental aberto: 

constante de velocidade de eliminação (kel), meia-vida de eliminação plasmática 

(t1/2), concentração máxima (Cmax), área sob a curva de concentração versus tempo 

de 0 a t h (ASC0-t), extrapolação da área sob a curva de concentração versus tempo 

para o infinito (ASCt-∞), área sob a curva de concentração versus tempo total (ASCT), 

volume de distribuição (Vd/F) e clearance total (ClT/F). 
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RESULTADOS 

 

As médias dos parâmetros farmacocinéticos, calculadas após obtenção das 

concentrações do LQFM030 nos respectivos tempos de coleta de amostra, sendo os 

valores plotados em software Winnonlin 5.0 Pharsight, foram (Tabela 1):  

 t(1/2) = 3,61 ± 0,68 h;  

 ClT/F = 36,49 ± 2,23 mL/min/kg;  

 Vd/F = 11,41 ± 1,58 L/kg. 

Os gráficos das curvas de decaimento de concentração versus tempo, dos 

três animais estudados (Ratos 1, 2 e 3) e da média (Figura 1), foram determinados 

pelo modelo monocompartimental e obtidos pelo software Winnonlin 5.0 Pharsight. 

Este modelo foi o que mais se adaptou aos dados experimentais, demonstrando, 

claramente, uma distribuição instantânea com queda rápida da concentração e 

apontando uma fase de eliminação significativa. 
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Tabela 1. Parâmetros farmacocinéticos do LQFM030 em Ratos machos (n = 3), submetidos à dose p.o. de 100 mg/kg de peso 

corporal do animal, obtidos utilizando o software Winnonlin 5.0 Pharsight. 

Animal Kel 

(h-1) 

t1/2 

(h) 

Cmax 

(µg/mL) 

ASC0-t 

(h*µg/mL) 

ASCT 

(h*µg/mL) 

Vd/F 

(L/kg) 

ClT/F 

(mL/min/kg) 

1 0,17 3,99 7,55 33,66 45,55 12,66 36,59 

2 0,23 2,97 7,64 35,65 43,62 9,85 38,20 

3 0,16 4,27 7,77 36,31 49,32 12,50 33,79 

Média ± DP 0,19 ± 0,04 3,61 ± 0,68 7,65 ± 0,11 35,20 ± 1,38 45,67 ± 2,90 11,41 ± 1,58 36,49 ± 2,24 

ASC 0-t = Área sob a curva de concentração versus tempo até o tempo de coleta de sangue; ASCT = Área sob a curva de 

concentração versus tempo 0 a infinito (total); Cmax = concentração máxima; t1/2= meia-vida de eliminação; Kel = constante de 

eliminação; Vd/F = volume de distribuição; ClT/F= clearance total. 
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Figura 3. Curva de decaimento de concentração versus tempo – LQFM030 

(animais 1, 2 e 3; média ± DP). 
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Rato 3 
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DISCUSSÃO 

 

Características fundamentais observadas nos animais, tais como forma 

do corpo, gasto energético das funções fisiológicas básicas, hábitos 

alimentares, de reprodução e de locomoção variam segundo o tamanho e 

massa corporal. Desta forma, tamanho e massa corporal compõem os atributos 

mais relevantes de um organismo, ao influenciar diretamente uma grande parte 

de processos vitais. As relações entre aquelas características e a massa 

corporal variam em proporção quantitativa, demonstrando que parâmetros de 

determinado caráter orgânico são influenciados pela massa do animal. Tais 

relações influenciadas pela massa corporal são denominadas alométricas (alo 

=diferente, metria = medida) e identificadas como função exponencial da massa 

corporal, pois a relação entre um caráter orgânico e o tamanho corporal não é 

linear (SCHIMIDT-NIELSEN, 1984). 

Após sua administração, um fármaco começa a ser prontamente 

absorvido, distribuído, metabolizado e excretado de forma simultânea, 

determinando o formato do seu perfil de concentração pelo tempo e permitindo-

se, descrever a cronologia de variação da concentração, bem como deduzir 

algumas informações farmacocinéticas (SILVA, 2010). 

Através das análises gráficas, verificou-se que a molécula apresentou 

característica monocompartimental, demonstrada por uma distribuição 

instantânea com queda rápida da concentração, apontando também uma fase 
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de eliminação significativa, principalmente pela suposta participação hepática 

neste processo. 

A área total sob a curva de concentração vs tempo (ASCT), é um 

indicador de exposição total de uma pessoa a um fármaco e reflete não só a 

biodisponibilidade, mas também a taxa de eliminação e o volume aparente de 

distribuição da substância (TRACY, 2005). 

Analisando os valores de ASCT = 45,67 ± 2,90 para o LQFM030, obtidos 

pelo presente estudo, em ratos, p.o., e confrontando-os com os obtidos no 

estudo coordenado por Labre (2012), em camundongos, i.p., quando se obteve 

ASCT = 189,17 ± 61,26, observou-se variação em torno deste parâmetro de 

biodisponibilidade, o que pode ser justificado por uma possível maior 

metabolização hepática ou degradação gástrica sofrida pelo LQFM030, em 

ratos, uma vez que foi administrado pela via oral. 

O Vd de um fármaco demonstra o volume no qual seria necessário 

solubilizar este fármaco no intuito de se atingir uma concentração uniforme 

equivalente à do plasma, quando no estado de equilíbrio dinâmico. Portanto, 

quando o Vd é baixo, significa que o fármaco está retido no compartimento 

vascular e, quando elevado, demonstra uma ampla distribuição nos tecidos, 

órgãos e fluidos extra vasculares. Ou, ainda, demonstra elevada taxa de 

eliminação (clearance) ou ambas as situações. Os dados de Vd são 

extrapolados, calculados com base na concentração de determinado fármaco 

no plasma, não demonstrando então um volume físico real. Quando se utiliza 

fármacos com melhor distribuição para os tecidos corporais (ou elevada taxa de 
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eliminação), torna-se freqüentemente necessária a administração de uma dose 

inicial maior, para obter a concentração plasmática terapêutica; isto quando 

comparados a fármacos com uma menor capacidade de distribuição 

(LAMATTINA; GOLAN, 2009). 

Substâncias lipossolúveis penetram melhor nos compartimentos 

periféricos podendo acumular-se nos tecidos, principalmente o adiposo, o que, 

normalmente, eleva o Vd muito além do volume corporal total. Desta forma, 

substâncias que apresentam elevado Vd, como morfina, antidepressivos 

tricíclicos e haloperidol são caracterizadas por difícil remoção do organismo, 

tornando extremamente perigoso e não recomendado o tratamento com 

superdose destes fármacos (RANG et al., 2003). 

No presente estudo, o Vd/F para o LQFM030 ficou em torno de 12 L/kg, 

sugerindo acúmulo extra vascular deste protótipo. Quando normalizado para um 

humano adulto de aproximadamente 70 kg, isto corresponde a um Vd muito 

elevado, de 840 L. Em contrapartida, Labre (2012) em seu estudo com 

camundongos, também utilizando LQFM030, i.p., obteve Vd de 30 L/kg que, 

quando normalizado para um humano adulto de 70 kg, obtém-se um Vd de 

2044,70 L. Ambos os experimentos, mesmo em espécies diferentes e com vias 

de administração distintas, demonstraram Vd elevado, o que direciona a uma 

potencial utilidade no tratamento de tumores profundos, inclusive de medula 

óssea, como ocorre para o nutlin-3a (ZHANG et al., 2011). 

A meia-vida de eliminação do LQFM030, neste estudo, foi de quase 4h, 

ao passo que no estudo em camundongos, coordenado por Labre (2012) este 
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parâmetro foi de aproximadamente 40 h. Tal diferença pode ser interpretada em 

função dos parâmetros alométricos das espécies envolvidas, quando se 

observa que um maior peso corporal, nos ratos, influencia diretamente, para 

uma maior taxa de metabolismo basal nesta espécie, quando comparados com 

camundongos (SHARMA & McNEIL, 2009). 

Segundo Pachaly & Brito(2000), é evidente que eventos fisiológicos 

relacionados à absorção, distribuição, ação e eliminação de drogas, no 

organismo de animais menores, sejam diferentes daqueles observados nos 

animais maiores. 

Esse parâmetro de meia vida farmacocinética ajuda no estudo da 

posologia, prevendo várias informações valiosas como o grau de flutuação da 

concentração plasmática durante o intervalo de dose, o tempo necessário para 

atingir o estado de equilíbrio, o tempo necessário para que determinada 

concentração decaia até outra específica (sem administração de nova dose) ou 

ainda na determinação do tempo gasto por um fármaco para que seja 

totalmente eliminado do organismo. A meia-vida também demonstra a taxa de 

eliminação total de um fármaco na fase terminal da curva de concentração 

versus tempo. Com isto, é possível inferir que ela envolve o clearance e o Vd 

(PINTO, 2010). 

Para que um fármaco seja eliminado, depurado, é necessário atingir os 

órgãos responsáveis por estes processos, os quais encontram-se estritamente 

relacionados com a circulação sistêmica. Este fato, observado durante a fase 

terminal da curva de concentração plasmática versus tempo, explica o impacto 
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do Vd sobre a meia-vida dos fármacos, quando o fármaco, ficando retido nos 

compartimentos periféricos, o processo de clearance é dificultado tornando 

mais longa a meia-vida (PINTO, 2010). 

Os principais órgãos responsáveis pela eliminação de um fármaco, 

através dos processos de metabolização e eliminação são, respectivamente, 

fígado e rins (SILVA, 2010). 

O processo de clearance ou depuração representa a remoção completa 

de determinada substância de um volume específico de sangue por unidade de 

tempo (SILVA, 2010). Por este motivo, o clearance, que compreende todos os 

processos que resultem na eliminação do fármaco do organismo é expresso em 

volume por unidade de tempo (mL/min ou L/h) (PINTO, 2010). Ele é 

inversamente proporcional à meia-vida de eliminação e diretamente 

proporcional ao Vd, de tal forma que, quanto maior o volume de distribuição, 

mais na horizontal estará a curva da concentração na fase de eliminação e mais 

lentamente ocorrerá a diminuição da concentração plasmática. Então, para 

qualquer valor de Vd, quanto maior for o clearance do fármaco, maior será sua 

eliminação (RANG et al., 2003). 

O valor de clearance obtido, no presente experimento, para o LQFM030 

(36,49 mL/min/kg) quando normalizado para um indivíduo normal de 70 kg, 

resulta em 2.554,3 mL/min, em torno de vinte vezes mais elevado do que o 

clearance de creatinina (120 mL/min), supondo-se uma maior participação de 

mecanismos hepáticos de eliminação, o que pode ser explicado por sua 

lipossolubilidade, necessitando de biotransformação para que a eliminação 
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ocorra. Labre (2012) em seu estudo cinético do LQFM030, i.p., utilizando 

camundongos, observou um clearance de 9,4 mL/min/kg, que quando 

normalizado para um indivíduo de 70 kg, resulta em 658 mL/min, seis vezes 

mais elevado do que o clearance da creatinina, denotando, também, uma 

possível e maior participação de mecanismos de eliminação hepática e/ou 

secreção tubular ativa urinária. 

Zhang e outros (2011) demonstraram em estudos que o nutlin-3a 

apresenta uma rápida absorção com concentração plasmática máxima sendo 

alcançada em aproximadamente 2 h. Sua eliminação bifásica enseja um 

processo de depuração saturável. Suas concentrações plasmática e tecidual 

foram medidas de 0 a 48 h, em ratos, após dose única, intravenosa, de 10 ou 

20 mg/kg ou dose única, oral, de 50, 100 ou 200 mg/kg. Foi demonstrado que 

após a administração pela via oral, as concentrações teciduais do nutlin-3a 

elevaram-se rapidamente, atingindo valor máximo em aproximadamente 2 h. 

Em concentrações elevadas do nutlin-3a, o processo de eliminação se mostrou 

mais lento, indicando saturação. A concepção deste estudo contemplou 

administrações por via oral e intravenosa com dosagens de níveis variados, 

sendo possível caracterizar a eliminação não linear, em concentrações 

plasmáticas mais elevadas.  

Bai  et al.,2009, desenvolveram e validaram um método em LC/MS 

visando identificar a concentração de nutlin-3 em plasma de camundongo, 

tendo sido administrado por via oral, utilizando quatro camundongos e dose de 

100 mg/kg, quando demonstraram elevada taxa de absorção com forte 



Avaliação farmacocinética pré-clinica, de um candidato a protótipo de fármaco antitumoral. 

Publicação 67 

distribuição, apresentando pico entre 3 h e 8 h e um lento processo de 

eliminação com curva de decaimento indicando modelo bicompartimental. 

Todavia, ressaltamos a necessidade de se determinarem a taxa de 

ligação às proteínas plasmáticas (%B), a presença ou não de cinética não 

linear, os metabólitos formados e a percentagem de excreção renal do 

LQFM030, visando elucidar a exata participação, do metabolismo e da excreção 

renal (com os processos de filtração glomerular, secreção e reabsorção tubular 

ativa), nos mecanismos de eliminação. 

Após análise dos dados obtidos em todas as etapas do presente 

experimento, levando em consideração estudos anteriores desenvolvidos tanto 

para os nutlins quanto para o LQFM030, e observando o perfil farmacocinético 

deste candidato a protótipo de fármaco antineoplásico, deparou-se com 

diferentes valores de t1/2, Vd e Cl, obtidos em ratos e camundongos, 

demonstrando uma grande variabilidade interespécies. Conforme MAHMOOD 

(2007), a determinação de parâmetros farmacocinéticos entre animais é mais 

complicada que a de humanos devido à grande variedade de espécies com 

diferenças anatômicas e fisiológicas. Um dos mais importantes fatores na 

extrapolação de doses entre espécies é a biotransformação de fármacos. 

Espécies diferentes apresentam características únicas que as destacam na 

habilidade de metabolização (VAN MIERT, 1989; RIVIERE et al., 1997). 

Mesmo demonstrando que o LQFM030 apresentou variações nos valores 

dos parâmetros cinéticos básicos, destaca-se que o mesmo manteve suas 

características de alta distribuição e penetração teciduais, podendo torná-lo 
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indicado no tratamento de tumores profundos, como já ressaltado para os 

nutlins, em tumores de medula óssea (MENEGATTI, 2011). 

Estes resultados obtidos nos estudos pré-clínicos conduzidos com o 

LQFM030, até o momento, sugerem uma continuidade no aprimoramento dos 

testes experimentais, visando o cumprimento das exigências regulatórias que 

antecedem a etapa, eventual, de estudos clínicos de fase 1. No entanto, a 

extrapolação para humanos, de tais resultados, deve ser bastante cuidadosa e 

apenas preliminar, uma vez que os processos de disposição de fármacos em 

roedores são diferentes. Conforme elucidado anteriormente, se a dose do 

fármaco escolhido não é conhecida, em determinada espécie, pode-se estimá-

la baseando-se em informações obtidas de outras espécies. Essa extrapolação 

de doses deve resultar em uma adequada exposição ao fármaco que assegure 

a eficácia e segurança do mesmo, levando em conta as diferenças entre as 

espécies, como tamanho, taxa metabólica, farmacocinética e farmacodinâmica 

(SHARMA & McNEIL, 2009). 

Por outro lado, precisa-se 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). 
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6 CONCLUSÕES 

O referido estudo pré-clínico apresentou diferentes valores de t1/2, Vd e 

Cl, obtidos em ratos e camundongos, demonstrando uma grande variabilidade 

interespécies.  

Conforme MAHMOOD (2007), a determinação de parâmetros 

farmacocinéticos entre animais é mais complicada que a de humanos devido à 

grande variedade de espécies com diferenças anatômicas e fisiológicas. E 

segundo estudos, espécies diferentes apresentam características únicas que as 

destacam na habilidade de metabolização (VAN MIERT, 1989; RIVIERE et al., 

1997). 

O perfil farmacocinético do LQFM030, obtido em plasma de ratos, 

apresentou baixo valor de meia-vida de eliminação, elevado Vd e alto valor de 

clearance plasmático, permitindo entender que o protótipo estudado apresentou 

um bom perfil de distribuição tecidual e/ou foi extensivamente eliminado.  

Apesar de apresentar variações nos valores dos parâmetros cinéticos 

básicos, observamos que o LQFM030 manteve, mesmo em espécies 

diferentes, suas características de alta distribuição e penetração teciduais, 

podendo torná-lo indicado no tratamento de tumores profundos, como já 

ressaltado para os nutlins, em tumores de medula óssea (MENEGATTI, 2011). 
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7 CONSIDERAÇÕES FINAIS E PERSPECTIVAS 

 

Para a execução deste trabalho, propôs-se a continuidade dos estudos 

de determinação de parâmetros farmacocinéticos pré-clínicos deste candidato a 

protótipo a fármaco. 

Por outro lado, ainda é necessário determinar a taxa de ligação às 

proteínas plasmáticas, a pesquisa de cinética não-linear, 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). 

Por ser tratar de uma molécula nova sem relatos descritos na literatura, a 

compreensão dos parâmetros e comparação dos dados obtidos se tornaram 

difíceis. Este trabalho é uma segunda tentativa para determinar os dados 

farmacocinéticos pré-clínicos do LQFM030 em nosso centro de estudo. 

Os estudos pré-clínicos conduzidos com LQFM030, até o momento, 

indicam a continuidade dos estudos pré-clínicos deste protótipo de estrutura 

simples, visando o cumprimento das exigências regulatórias, as quais 

antecedem a etapa eventual de estudos clínicos de fase 1. No entanto, 

lembramos que não podem, estes resultados, ser extrapolados para humanos, 
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a não ser que alguma equação alométrica tenha sido determinada, pois os 

processos de disposição de fármacos em roedores são muito mais rápidos.  

A necessidade de novos dados conduz à continuidade de pesquisa e 

desenvolvimento do LQFM030 como promissor agente antineoplásico. 
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ANEXOS 

 
Anexo 1 – Parecer Consubstanciado do Comitê de Ética em Pesquisa da 
Universidade Federal de Goiás 
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Anexo 2 –Normas para publicação de artigos no periódico Revista de 
Ciências Farmacêuticas Básica e Aplicada/Journal of Basic and Applied 
Pharmaceutical Sciences. 
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