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O composto LQFM018 é um protétipo de farmaco antitumoral desenvolvido pelo Laboratério de
Quimica Farmacéutica Medicinal da Universidade Federal de Goias. O objetivo deste trabalho foi
avaliar a farmacocinética deste composto por via intraperitoneal em camundongos nas doses de 100,
50 e 25 mg/kg de peso corporal. As coletas de sangue dos animais foram feitas ao longo de 24 h por
puncédo cardiaca e o sangue foi centrifugado para separacédo do plasma (congelado a - 20 °C até o
momento das analises). A quantificacdo do LQFMO018 foi feita por HPLC-MS/MS e os resultados
foram plotados em curvas concentracdo versus tempo. A partir da curva foram determinados os
parametros de area sob a curva, meia-vida, volume de distribuicdo e clearance. A cinética foi avaliada

A

guanto & possibilidade de saturacdo. Os resultados demonstraram que o composto estudado é
rapidamente absorvido, se distribui largamente no organismo e é rapidamente eliminado. Tais
caracteristicas corroboram sua estrutura altamente lipofilica. Picos multiplos de Cmax indicam que
pode haver recirculagdo éntero-hepatica. A cinética demonstrou ser linear na faixa de concentragéo
testada. O composto apresenta caracteristicas que podem favorecer sua indicacdo para o tratamento
de tumores profundos.

Palavras-chave: LQFM018. Meia-vida. Area sob a curva. Volume de distribuicio. Clearance. Cinética

linear.

Em 2004, Vassilev e colaboradores identificaram, por meio de andlises em
bibliotecas de produtos quimicos sintéticos, um grupo de moléculas que possuiam
atividade antitumoral in vitro e in vivo, denominando-as nutlins. No ano de 2011, foi
desenvolvida uma linha de pesquisa no Laboratério de Quimica Farmacéutica e
Medicinal (LQFM) da Faculdade de Farméacia da Universidade Federal de Goias
(UFG) com o intuito de obter compostos com 0 mesmo mecanismo de acdo dos
nutlins na qual, através da simplificacdo molecular, conseguiu-se elaborar o
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desenho, a sintese e a avaliaééo doprfil antineoplasico de novscaniao |
protétipos de farmaco, obtidos a partir do protétipo nutlin-3 (CARVALHO, 2011).

A farmacocinética do protétipo LQFMO018 foi prelimirnamente testada no
NEPET utilizando LC-MS/MS com a administracdo deste composto em ratos na
dose de 100 mg/kg i.p. Foram obtidos parametros farmacocinéticos favoraveis a sua
utilizacdo em tecidos profundos, como alto valor de volume de distribuicdo. Porém,
mais testes seriam necessarios para avaliar a cinética deste composto (linear ou
ordem zero).

Desta forma, o objetivo deste estudo foi desenvolver um teste farmacocinético
em camundongos, utilizando LC-MS/MS, para encontrar valores de volume de
distribuicdo e clearance, tempo de meia-vida, tipo de farmacocinética (linear ou

ordem zero) nas doses de 100, 50 e 25 mg/kg por via intraperitoneal.

Material e Métodos

Este estudo foi aprovado pela Comissédo de Etica no Uso de Animais da UFG
(CEUA/UFG) sob o n°® 042/2013. O protétipo LQFM18 foi gentilmente fornecido pelo
professor Dr. Ricardo Menegatti - Laboratorio de Quimica Farmacéutica Medicinal da
Universidade Federal de Goias — LQFM. Metodologia bioanalitica: sistema
cromatografico composto por HPLC Agilent 1200 Series acoplado a um
espectrometro de massas APl 3200 MS/MS, do ICF. Fase movel constituida de
tampéo acetato de aménio:metanol (20:80). Fluxo: 1200 pyL/min. Diluente: metanol
50%. Volume de injecdo: 1 pL. Coluna cromatografica: ACE 5 C18 50 x 4.6 mm.
Temperatura coluna: 30 °C (GOMES, 2014).

Os animais (camundongos Swiss) receberam doses baixa, média e alta (25,
50 e 100 mg/kg de peso corporal, respectivamente) do protétipo LQFM18, por via
intraperitoneal. O volume de solugéo administrada foi de 100 uL. A substancia teste
foi administrada em solucdo preparada em etanol, propilenoglicol e agua ultrapura
nas propor¢des de 10:50:40 (v/v/v), com prévia suspensdo alimentar 2 h antes do
inicio do experimento. Todos os animais foram anestesiados com solucdo de
cetamina (87,5%) e xilazina (12,5%). Os animais do grupo controle receberam
apenas o veiculo.

As amostras foram coletadas por puncao cardiaca (500 pL) nos tempos O;
0,5;1;1,5; 2;25; 3; 4, 6;9; 12; 18 e 24 h, centrifugadas a 3000 rpm por 12 min para

separacdo do plasma, visando a sua quantificacdo. Todas as amostras foram

armazenadas a -20 °C até o inicio das analises. A extracdo liquido-liquido foi
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conduzida com metil-terc-butil-éter (MTBE) utilizando diazepam (20 pg/mL) coo
padréo interno (PI).

50 e 25 mg/kg em camundongos (triplicata), a curva de concentracao versus tempo
foi obtida e estd demonstrada na Figura 1. Os parametros farmacocinéticos obtidos

estao demonstrados na Tabela 1.

Figura 1. Curva concentracdo versus tempo da molécula LQFMO018 administrada em camundongos
por via intraperitoneal nas doses de 25, 50 e 100 mg/kg de peso corporal. As barras verticais
representam SD, desvio padrao (GraphPad PRISM®, version 5.01).
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Tabela 1. Parametros farmacocinéticos da molécula LQFM018 administrada em camundongos por via
intraperitoneal nas doses de 25, 50 e 100 mg/kg de peso corporal (Pharsight software WinNonlin 5.0).

Doses (mg/kg, média + SD)

Parédmetros Unidade 100 50 25

Crmax ng/mL 40190.73 + 5079.44 29490.83 + 2955.01 26202.27 £ 2571.11
Tmax h 1.33+£1.15 1.03 £ 0.06 1.02+£0.03
AUC+ ng/mL x h 289139.60 * 34625.55 133376.90 £ 14320.20  98292.46 + 12245.49
MRTt h 7.29+0.28 542 +0.14 455 +0.70

Clr mL/min/kg 15.31£0.74 &c 17.97 £0.64 ab 8.39+0.52b.¢c

tu2 h 443 +0.212a¢ 420+ 0.13ab 453 +0.51b¢

vd L/kg 6.13+£0.302¢ 6.63 +0.26 &b 3.35+0.21b¢

Cmax = concentragdo maxima; tmax = tempo para atingir a concentragdo maxima; AUCT ou AUCO-«
= area sob a curva de concentragéo versus tempo (do inglés area under curve); MRTT = tempo médio
de residéncia; CIT = clearance total; t1/2 = meia-vida; Vd = volume de distribuicao.

a p > 0.05 Teste t de Student relacionando doses de 100 com 50 mg/kg.

b p > 0.05 Teste t de Student relacionando doses de 50 com 25 mg/kg.

c p > 0.05 Teste t de Student relacionando doses de 100 com 25 mg/kg.
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Apés administracdo intraperitonel do LQFMO018, a absoré a droa eI |
trato gastrintestinal foi rapida. A molécula foi detectada no plasma apés a primeira
administracdo (30 min) e rapidamente chegou a concentracdo maxima (tmax = 1 h)
para todas as concentracdes estudadas. Adicionalmente, multiplos picos de Cmax
foram observados na Figura 1 para as trés doses administradas (indicando
recirculacdo éntero-hepatica) (TOZER; ROWLAND, 2006).

A Figura 2 mostra a relacdo linear entre o aumento da dose da droga
administrada e o aumento do Cmax € da AUCt. O coeficiente de correlagéo linear

entre o log de AUC+ e o log da dose foi proximo de 1,0 (0,9995).

Figura 2. Relacdo entre o log de Cmax e o log de AUCT versus dose de LQFM018 em camundongos
recebendo 100, 50 e 25 mg/kg de peso corporal.
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Além disso, outros parametros farmacocinéticos do LQFMO018 listados na
Tabela 1 ndo foram significativamente diferentes entre as trés doses estudadas (p >
0.05), exceto por Cmax, indicando que os parametros farmacocinéticos encontrados
independem da dose administrada. Dessa forma, pode-se afirmar que a cinética do
LQFMO018 é linear na faixa de concentracdo estudada. Os valores de meia-vida e
MRT demonstraram que a droga foi rapidamente absorvida e eliminada. A Figura 3
mostra que apds 20 h da administracdo ndao havia mais quantidade significativa da
droga no plasma.

O volume de distribuicdo encontrado € considerado alto e demonstra que o
LQFMO018 foi largamente distribuido o que pode levar ao acumulo extravascular
deste composto. Esses resultados sdo consistentes com a natureza lipofilica do
composto e seu alto valor de clearance (valores mais altos que os encontrados por
Zhang et al. (2011) para o nutlin-3a). Comparando esse valor ao clearance da
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creatinina, é possivel afirmar que o proével mecanismo de elimina(;éo do coosto |
LQFMO018 envolve secrecao tubular ativa somando-se a isso outros mecanismos de
eliminacdo hepaticos. Tais caracteristicas sugerem uma potencial aplicacdo deste
composto no tratamento de tumores profundos tais como os de medula 6ssea (como
ocorre com a indicagao do nutlin-3a) (VASSILEYV et al., 2004).

Considerac0fes Finais

N
|
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A farmacocinética do prototipo LQFMO018 demonstrou ser linear no intervalo
estudado. Este resultado favorece a utilizacdo do composto in vivo pois demonstra
que o0s parametros encontrados ndo mudam com a alteracdo da posologia. O
protétipo LQFMO018 possivelmente sofre recirculacdo éntero-hepatica. Este achado &
apoiado pela alta lipossolubilidade do composto. Os valores de Clr e Vd do protétipo
LQFMO018 demonstraram ser elevados. Estes resultados sugerem que o composto
podera ser indicado para o tratamento de tumores profundos.
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