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RESUMO

A olanzapina é um antipsicotico atipico cujo efeito colateral ganho de peso pode ser a
causa de ndo adesdo ao tratamento. Nao se sabe qual o mecanismo fisiolégico que
explicaria essa relacdo, dai a necessidade de pesquisas na area da farmacocinética (PK)
e da farmacodindmica (PD). Assim, 0 objetivo da tese buscou entender melhor a
farmacocinética da OLZ através de estudos em humanos e animal, visando otimizacéo
na posologia, empregando correlagbes de PK/PD. Foi realizado um estudo de
bioequivaléncia utilizando comprimidos teste e referéncia 10 mg. Em seguida, para
evidenciar possiveis variacbes em alguns parametros de PK e buscar dados de PD,
realizou-se um estudo de PK plasmatica e microdialise cerebral (MD) em animais.
Paralelamente, foram preparadas sondas de MD em laboratério e realizada uma
comparagdo com as sondas comercias, através de dialise e retrodiélise in vitro. Para o
estudo com MD, foi realizada a cirurgia estereotaxica para implantacdo da sonda e
puncdo da artéria e veia femoral, para administracdo da dose e coleta de amostras
plasmaticas. O estudo de bioequivaléncia foi do tipo aberto, aleatério, cruzado 2 x 2,
com 28 voluntarios sadios. O método de quantificacdo da OLZ, em plasma humano
por CL-EM/EM, mostrou-se simples, rapido e sensivel com o tempo de corrida de 2
min. Os parametros farmacocinéticos em humanos Cmax, Tmax, ASCo.t& ASCo. 0btidos
para a formulacio teste e referéncia foram de 11,47+3,65; 12,50+3,73 ng-mL™;
4,50+1,85; 4,30+2,37 h; 240,97+78,46 e 283,12+94,84 ng-(mL-h)™, respectivamente,
sendo os medicamentos bioequivalentes. As amostras de plasma de animais foram
analisadas por CL-EM/EM e de acordo com disposicdo cinética, o modelo
bicompartimental foi o que melhor se ajustou aos dados experimentais. Os parametros
farmacocinéticos obtidos através de Excel, Winnolin e Pksolver foram considerados
proximos. O local de insercdo da sonda foi confirmado através de histologia. Os
resultados da recuperacdo por dialise e retrodialise para as sondas comercial e de
laboratorio  foram  19,27£10,11; 19,42%6,54; 23,06%£2,36; 24,59+3,14,
respectivamente. Portanto, as mesmas podem ser intercambiaveis. Por fim, essa tese
colaborou com a formacéo de recursos humanos para inserir no grupo de pesquisa uma
técnica pouco utilizada no Brasil, microdialise cerebral, além de publicacdo de artigo

em periddico internacional.

Palavras chaves: Farmacocinética. Microdialise. Espectrometria de massas.



ABSTRACT

The olanzapine is an atypical antipsychotic, which confers effects as weight gain, which may
be the cause of non-compliance. It is not known what the physiological mechanism that is
related to weight gain, hence it is necessary improve the research in pharmacokinetics (PK)
and pharmacodynamics (PD). The aim of the thesis sought to better understand the
pharmacokinetics of OLZ through studies in humans and animals, aimed at optimizing the
dosage regimen using PK / PD correlation. It conducted a bioequivalence study using test and
reference tablets 10 mg. Then, to understand possible variations in some parameters PK and
PD data fetch, it was performed a plasma PK study and brain microdialysis (MD) in animals.
At the same time, MD probes were prepared at the laboratory and compared with commercial
probe by dialysis and retrodialysis in vitro. For the MD study, stereotaxic surgery was
performed to implant the MD probe and puncture of the femoral artery and vein was
performed to dosing and collecting of plasma samples. The bioequivalence study was open,
randomized, crossover 2x2 with 28 healthy participants. The method of quantification of OLZ
in human plasma by LC-MS/MS developed and validated is simple, fast and sensitive with
analysis time (2 min). The human pharmacokinetic parameters Cmax, Tmax, AUCo.t € AUCo-
obtained for the test and reference formulation were de 11.47+3.65, 12.50 + 3.73 ng-mL™,
450 + 1.85, 4.30 + 2.37 h, 240.97+78.46 e 283.12 + 94.84 ng-(mL-h)*, considering the
formulations bioequivalent. Plasma samples of animals were analyzed by LC-MS / MS and
according to Kinetic disposition, the two-compartment model was the best fit to the
experimental data. Pharmacokinetic parameters obtained from Excel, Winnolin and Pksolver
were considered approximate. The insertion of the probe into the striatum of the brain of
animals was confirmed by histological sections. The results for recovery by dialysis and
retrodialysis for commercial and laboratory probes were 19.27% + 10.11; 19.42% + 6.54;
23.06% + 2.36; 24.59% + 3.14. Therefore, they can be interchangeable. Finally, this thesis
collaborated with the training of human resources to insert in the research group, a technique

not widely used in Brazil, besides publishing scientific paper in an international journal.

Keywords: Pharmacokinetics. Microdialysis. Mass Spectrometry.
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1 INTRODUCAO

A esquizofrenia é uma doenca que atinge cerca de 1% da populacdo mundial com uma
incidéncia no Brasil que acomete quatro em cada dez mil adultos (BEHENCK et al., 2011).
Sua etiologia é indefinida, porém, h& hipoteses que relacionam o estimulo ou inibi¢cdo do
funcionamento de receptores dos neurotransmissores, principalmente dopaminérgicos e
serotoninérgicos. Seus sintomas sdo divididos em positivos (delirios e alucinacbes) e
negativos (perda de comunicacdo, comportamento antisocial, deficiéncia cognitiva) (COSTA,;
ANDRADE, 2011).

O tratamento terapéutico € realizado com medicamentos antipsicéticos tipicos e
atipicos. Os tipicos sdo eficazes nos sintomas positivos e provocam efeitos adversos
extrapiramidais e 0s atipicos sdo eficazes para 0s sintomas negativos, mas sem efeitos
extrapiramidais. No entanto, os atipicos ocasionam o ganho de peso, doencas cardiovasculares
e metabolicas, que sdo consideradas motivos de ndo adesdo ao tratamento (LEUNG et al.,
2014).

A olanzapina é um antipsicotico atipico disponivel no mercado nas concentragdes de
2,5, 5 e 10 mg e apresenta 0 maior potencial para ganho de peso dentre os outros atipicos
(FONSECA, 2009; MELLO, 2009; POYUROVSKY et al., 2003). No entanto, ndo se sabe
qual o mecanismo fisiopatologico que se relaciona com o ganho de peso. Dai a necessidade de
pesquisas na area da farmacocinética e da farmacodinamica para conferir um maior
entendimento sobre a influéncia das concentracdes plasmaticas atingidas ap6s uma
determinada dose do farmaco, a duracdo da sua acdo farmacologica e seu potencial
toxicologico.

A relacdo farmacocinética-farmacodinamica (concentracdo-resposta) vem sendo
utilizada pelas industrias farmacéuticas na adaptacdo de doses e regimes posologicos, no
desenvolvimento de novos farmacos e em estudo de biodisponibilidade, bioequivaléncia,
bioisencdo e equivaléncia terapéutica de medicamentos genéricos e similares. Além da
capacidade de predizer a farmacocinética humana utilizando modelos animais (STORPIRTIS
etal., 2011).

Atualmente, a técnica de microdialise cerebral tem sido empregada no estudo de
doencas psiquiatricas (esquizofrenia e déficit de atencdo, por exemplo), proporcionando maior
conhecimento sobre a etiologia e a acdo terapéutica dos antipsicoticos, pois é largamente

utilizada no monitoramento da concentragéo de neurotransmissores (DARVESH et al., 2011).
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A técnica consiste na insercdo de uma sonda de dialise, que possui uma membrana
semipermedvel, numa regido especifica do cérebro, através de cirurgia estereotéaxica, a qual
necessita de treinamento prévio devido a detalhes inerentes ao equipamento e a manipulacdo
correta do animal. A sonda é perfundida com fluxo constante de liquido de perfusdo que
possibilita difusdo passiva de substancias (BASTOS et al., 2013). O baixo fluxo de liquido de
perfusdo confere um volume de amostra reduzido, necessitando de tratamento prévio e
utilizacdo de método muito sensivel para quantificacdo dos analitos nas amostras (NANDI;
LUNTE, 2009). Para aquisi¢do de sondas, o custo é alto, mas ha alternativas para confeccao
de sondas em laboratdrio, utilizando material de baixo custo e facil acesso, estando sua
eficiéncia de recuperacéo semelhante as sondas comerciais (LIETSCHE et al., 2014).

A farmacocinética estuda os processos que o farmaco sofre no organismo e a relagdo
das concentracdes atingidas com o tempo (LABOUNE, 1993). Modelos matematicos sao
propostos para auxiliar na interpretacdo do que ocorre com o farmaco fisiologicamente,
utilizando equacbes que permitem descrever a evolugdo temporal das concentragdes
plasmaticas do farmaco no organismo (LEBLANC et al., 2000).

No Brasil, os antipsicéticos sdo disponibilizados pelo SUS e fazem parte do
Componente Especializado da Assisténcia Farmacéutica, que garante acesso gratuito a
medicamentos e estdo presentes na Relacdo Nacional de Medicamentos do Componente
Basico da Assisténcia Farmacéutica (BRASIL, 2012a; BRASIL, 2013). Segundo o Ministério
da Saude, R$ 220 milhGes sdo gastos pelo governo federal para disponibilizacdo desses
medicamentos (BRASIL, 2009).

O custo de desenvolvimento de um medicamento inovador é alto. O genérico € uma
alternativa para disponibilizacdo de medicamentos que pode ser intercambiavel com o
inovador, mas de custos bem menores. O estudo de bioequivaléncia, atualmente, é o método
reconhecido pelas agéncias reguladoras como sendo capaz de avaliar uma formulacdo teste
em relacdo a uma formulacdo de referéncia, que se consideradas bioequivalentes, permite a
disponibilizacdo do genérico no mercado (MOREIRA, 2014; STORPIRTIS et al., 2011).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo foi realizar avaliacdo farmacocinética da olanzapina em ratos, além de um

estudo de biodisponibilidade/bioequivaléncia de comprimidos de olanzapina.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenvolver sondas de microdialise cerebral em laboratorio;

e Realizar uma comparagdo de eficiéncia de recuperagdo entre sonda de
laboratorio e sonda comercial;

e Desenvolver e validar metodologia analitica por cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (CL-EM/EM) para quantificacéo
da olanzapina em liquido de perfuséo;

e Desenvolver habilidade de realizar cirurgia de estereotaxia cerebral para
implantacéo de sondas de microdialise cerebral em ratos;

e Avaliar a farmacocinética plasmatica da olanzapina com administracdo
intravenosa em ratos e modelagem farmacocinética;

e Desenvolver e validar metodologia bioanalitica por cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (CL-EM/EM) para quantificacéo
da olanzapina em plasma humano;

e Realizar estudo de biodisponibilidade/bioequivaléncia de um medicamento teste

com o medicamento de referéncia.



Referencial tedrico
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Doenca - Esquizofrenia

A esquizofrenia é uma doenca que tem origem nos tempos da antiguidade e o termo
deriva do grego (schizo: divisdo e phrenos: mente) e significa “mente partida”. Foi descrita,
inicialmente, por Kraepelin, em 1893, no livro dementia praecox. Em seguida, em 1911,
Bleuler, psiquiatra suico, inseriu o termo “esquizofrenia” que indica a ruptura entre
pensamento, emocao e comportamento nos pacientes (MOSKOWITZ; HEIM, 2011). Ambos
continuaram sendo estudados por anos. E em 1948, o psiquiatra aleméo, Kurt Scheneider,
afirmou que o diagndstico dependia de sintomas como audicdo de vozes, auséncia de
pensamentos, delirios, determinados atos de volicdo, afeto e ansias automatizadas
(OLIVEIRA 2010a; SILVA, 2006).

A etiologia da doenca ndo é totalmente definida, podendo ser de origem genética ou
agravada por fatores ambientais. Aparece normalmente no periodo entre o final da
adolescéncia e comeco da vida adulta, sem distincdo de sexo (FERREIRA et al., 2007). E
afeta as funcGes emocionais e cognitivas, com distorcdes de pensamentos e de percepcoes,
dificuldade de comunicacdo e comportamento desordenado (ARJI, 2010; VARGAS;
SANTOS, 2011).

E considerada um transtorno psiquiatrico decorrente da hiperatividade do
neurotransmissor dopamina, mesmo existindo varias outras hipoteses bioquimicas
relacionadas a sua origem, como a hipotese serotoninérgica e glutaminérgica (SILVA, 2006).
Essas hipoteses sdo baseadas na eficacia dos antipsicéticos com capacidade de atuar contra
sintomas especificos da doenca estimulando ou inibindo o funcionamento de receptores dos
neurotransmissores. A hipdtese dopaminérgica é a mais estudada e aceita atualmente (ARJI,
2010; COSTA; ANDRADE, 2011).

A hipdtese dopaminérgica afirma que os sintomas positivos da doenca sdo decorrentes
de uma hiperatividade da dopamina, mediada pelos receptores dopaminérgicos (D da via
dopaminérgica mesolimbica. E constatada pela acdo de drogas como a anfetamina, que é
psicoestimulante, cuja administracdo em doses elevadas e consecutivas em individuos
saudaveis, causaria uma psicose tdxica de sintomas semelhantes aos da esquizofrenia,
ocasionado pelo aumento da liberacdo da dopamina (TORT, 2005). E essa hipoOtese ainda

pode ser baseada na acdo de antipsicéticos antagonistas dopaminérgicos, principalmente no
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receptor do tipo D, com eficacia terapéutica relacionada aos sintomas positivos da doenca
(COSTA; ANDRADE, 2011).

A hipdtese serotoninérgica é baseada na eficacia terapéutica de antipsicoticos do tipo
atipicos, que possuem acao nos receptores 5-HT,. E a hipdtese glutaminérgica diz respeito a
acdo de drogas antagonistas dos receptores de glutamato, que também produzem sintomas
semelhantes aos da esquizofenia em individuos sadios (ARJI, 2010). Apesar da existéncia de
hipoteses que poderiam explicar a sua etiologia, nenhuma fornece, de forma satisfatoria,
explicacdes as questdes que existem em torno da esquizofrenia, mantendo, assim, a ideia de
que é uma doenca decorrente de inameros fatores (FONSECA, 2009).

Segundo o Manual Diagnoéstico e Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-1V, 1995),
a esquizofrenia apresenta 5 subtipos, sendo classificados de acordo com a presenga dos
sintomas durante os diagndsticos e tratamento. Classifica-se como tipo paranoide (presenca de
delirios e alucinagdes auditivas), tipo desorganizado (presenca de discursos e comportamentos
desorganizados), tipo catatonico (presenca de perturbacdo psicomotora), tipo indiferenciado
(pacientes que ndo se encaixam nos tipos) e tipo residual (pacientes que possuem perturbagédo
esquizofrénica, mas, com auséncia de alguns sintomas especificos).

Os sintomas especificos dessa patologia sdo divididos em sintomas positivos e

negativos e estdo apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1 - Sintomas positivos e negativos da esquizofrenia.

Sintomas positivos da esquizofrenia

Alucinacdes S80 mais comuns os comandos auditivo
(escutar ordem para realizar acbes) e
olfativo. Menos comuns s&o 0s comandos
visuais e tateis

Delirios Podem ser relacionados a perseguicao,
crencgas religiosas, grandiosidades,
insercdo ou perda de pensamentos

Desordem de pensamento Discurso desorganizado, modificacdes de
topicos e palavras sem sentido

Passividade Emocdes, movimentos corporais ou
sensacdes sdo experimentados como

sendo causada por agente externo

Sintomas negativos da esquizofrenia

Embotamento afetivo Dificuldade em expressar emocdes e
sentimentos

Alogia Pobreza de discurso e inabilidade de
comunicacgéo

Avolicao Inabilidade de fazer algo. Algumas vezes
pode ser interpretado como preguica, mas
faz parte da doenca

Anedonia Incapacidade de sentir prazer no que faz

Fonte: SHIN et al., 2014.

Estudos de incidéncia dessa patologia sdo dificeis de realizar. A principal conclusao da
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) sobre incidéncia mostra uma faixa estreita entre 0,1 e
0,4 por 1000 habitantes e a prevaléncia anual entre 1 e 7,5 por 1000 habitantes. Cerca de 1%
da populacdo mundial é afetada, uma incidéncia que praticamente se mantém constante ao
longo do tempo (OMS, 2015a, OMS, 2015b). A incidéncia de esquizofrenia no Brasil é
semelhante a de outros paises, acomete 4 em cada 10 mil adultos (BEHENCK et al., 2011).

Uma diminuicdo no namero de pacientes que buscam tratamento de esquizofrenia
também aparece, no entanto, devido a diferentes praticas de diagndsticos, ndo se pode

comprovar essa reducdo. Estudos apontam que pacientes com esquizofrenia tém entre 2 e 2,5
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vezes mais chance de morrer em idade jovem que a populacdo ndo acometida pela doenca.
Isto estd relacionado a frequéncia de suicidio, além das enfermidades cardiovasculares,
metabolicas e infecciosas (OMS, 2015a; OMS, 2015b).

O tratamento farmacoldgico para essa doenca consiste na utilizacdo dos antipsicoticos
ou neurolépticos, que levam dias a semanas para produzirem seus efeitos terapéuticos
maximos. No século XX, houve a Revolucdo Farmacoldgica da Psiquiatria, devido a
introducdo dos medicamentos capazes de tratar desordens mentais denominadas de psicoses.
Pacientes, que antes estariam isolados em ambiente hospitalar, ganharam a chance de poder
retornar ao convivio social. Apenas nos anos 50, houve a admissdo dos medicamentos
antipsicoticos. Estes sdo divididos em duas classes distintas: 0s antipsicoticos tipicos ou de 12
geracdo e 0s antipsicaticos atipicos ou de 22 geracdo (SILVA, 2006).

Os neurolépticos tipicos ou de 12 geracdo apresentam o0 mecanismo de agdo de
antagonizar o receptor de dopamina D,, portanto apresentam eficacia terapéutica contra os
sintomas positivos da esquizofrenia e de outros distarbios mentais. Porém, seu impacto sobre
0s sintomas negativos apresenta-se bastante modesto. Clorpromazina, haloperidol e
imipramina foram introduzidos primeiramente, porém efeitos adversos neurolégicos como,
distonia aguda e tardia, parkinsonismo e efeitos extrapiramidais (rigidez, tremores e
hipocinesia) prevalecem como responsaveis pela enorme dificuldade de adeséo ao tratamento
(BARCELOS, 2009).

Com relagdo aos neurolépticos atipicos ou de 22 geracao, seu mecanismo de acao ainda
ndo é definido, porém enfatiza-se que o antagonismo dos receptores dopaminérgicos do tipo
D;, D3 ou D4 e também de receptores serotoninérgicos 5-HT, caracterizam sua atividade
farmacoldgica. Dai o seu aspecto mais diferenciado, devido a capacidade de apresentarem
uma eficécia terapéutica em determinadas doses que ndo ocasionam, significativamente, 0s
efeitos adversos extrapiramidais. No entanto, sdo farmacos que possuem um alto custo de
producdo, o que inviabiliza o seu uso em alguns paises em desenvolvimento. Sdo exemplos
desta classe: clozapina, olanzapina, quetiapina, aripripazol, sulpirida e risperidona (ARJI,
2010; TORT, 2005).

Segundo a OMS, mais de 50% dos pacientes esquizofrénicos ndo recebem atencédo
médica/psiquiatrica e 90% deles vivem em paises de renda econdmica média e baixa. Isto
significa um importante problema mundial, a falta de acesso aos servigos de salde mental e
medicamentos, aléem de que esses pacientes esquizofrénicos sdo menos propensos a solicitar

ajuda médica.
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No Brasil, os medicamentos utilizados no tratamento da esquizofrenia sao
disponibilizados pelo Sistema Unico de Saude (SUS), estando integrados ao Componente
Especializado da Assisténcia Farmacéutica (CEAF), que é uma estratégia realizada pelo SUS
para garantir acesso gratuito a medicamentos que possuem alto valor unitario ou quando o
tratamento é considerado extremamente caro, devido a sua periodicidade (BRASIL, 2012a). E
também estdo presentes na Relacdo Nacional de Medicamentos do Componente Béasico da
Assisténcia Farmacéutica (RENAME) (BRASIL, 2013). Segundo nota publicada, em 2009,
no website do Ministério da Salde, os gastos federais para compra e disponibilizacdo desses
medicamentos sdo, em média, R$ 220 milhdes ao ano (BRASIL, 2009).

3.2 Olanzapina

A olanzapina (OLZ) é um farmaco antipsicotico, da classe dos
tienobenzodiazepinicos, que possui agdo no sistema nervoso central, propiciando a melhora
dos sintomas psicologicos. Seu principal uso € em pacientes com transtorno de esquizofrenia
e ainda outros transtornos mentais (psicoses e episdédios maniacos) bem como, em pacientes
com transtorno bipolar, nos quais, previne novas fases de mania e depressdio (MOURA,
2009). Atualmente, junto a outros trés farmacos, quetiapina, aripiprazol e risperidona, séo
responsaveis pela movimentacdo de cerca de 19 bilhdes de dolares em vendas por ano, no
mundo (FRAGA et al., 2010).

Esse farmaco foi obtido, em 1982, pela empresa inglesa Eli Lilly, a partir da clozapina
e na década de 90, comecou a ser comercializado na Europa e nos Estados Unidos, por ser
mais seguro que a clozapina, com relacdo a agranulocitose (REGO et al., 2010). No Brasil,
passou a ser distribuido pelo Ministério da Saude apenas em 1999, fazendo parte dos
medicamentos excepcionais e em 2009 entrou no Componente especializado de Assisténcia
Farmacéutica (BRASIL, 2009). No mesmo ano, foi firmada uma Parceria para
Desenvolvimento Produtivo entre o Ministério da Saude, o laboratério pablico Laboratorio
Farmacéutico do estado de Pernambuco (Lafepe) e o laboratério privado (Cristélia), para
producdo de alguns medicamentos, entre eles, a OLZ, visando avango tecnolédgico e
desenvolvimento de medicamentos no pais (BRASIL, 2015).

No mercado, a OLZ ¢ disponibilizada na forma farmacéutica de comprimidos
revestidos em concentracdes de 2,5, 5 e 10 mg como Zyprexa®. Na forma de comprimidos
orodispersiveis em concentracdes de 5 e 10 mg como Zyprexa Zidis® e ainda, na forma de pd

para injetaveis como o Zyprexa IM® e sua patente foi expirada em 2011 (BRASIL, 2014).
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3.2.1 Caracteristicas quimicas

A OLZ (Figura 1) possui formula molecular C17H20N4S e peso molecular de 312,43
g-mol™. Sua nomenclatura quimica é 2-metil-4-(4-metil-1-piperazinil)-10H-tieno [2,3-b] [1,5]
benzodiazepina e apresenta-se como um solido cristalino amarelo. Pertence a categoria de
classe Il do sistema de classificacdo biofarmacéutica (SCB), sendo altamente permeéavel
através das membranas biolégicas, mas possui baixa solubilidade em H,O. Sua solubilidade
aquosa é de 0,0343 mg.mL™ a 37°C (DIXIT; KINI; KULKARNI, 2011).

Figura 1 - Estrutura quimica da olanzapina.

CH3

\s———CHj
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3.2.2 Propriedades farmacodinamicas

Seu mecanismo de acdo ainda ndo é comprovadamente elucidado, mas sabe-se que
possui modesta afinidade pelo receptor dopaminérgico do tipo D, e apresenta boa afinidade
pelos receptores dopaminérgicos Dy e Dq, serotoninérgicos 5-HT,, 5-HT3, 5-HTs, colinérgicos
muscarinicos (subtipos 1-5), adrenérgicos (alfal) e ainda, histaminérgicos (H;) (SARIN; DEL
PORTO, 2009). Pode ser observado o efeito farmacolégico da droga na diminuicdo dos
sintomas negativos da esquizofrenia e ainda baixa incidéncia de efeitos extrapiramidais,
sendo, entdo, classificada como neuroléptico atipico ou de 2% geracdo (FDA, 2014,
MITCHELL et al., 2013).
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3.2.3 Propriedades toxicologicas

Os antipsicoticos atipicos apresentam menor propensdo a ocorréncia dos efeitos
extrapiramidais, mas estdo associados a varios outros efeitos adversos, como sedagdo, boca
seca, Visdo turva, taquicardia, hipotensdo postural entre outros (OMS, 2015b). Além desses,
ha outro efeito indesejado de grande significancia, o ganho de peso, que apresenta uma
relacdo com o aumento de doencas cardiovasculares (hipotensdo ortostatica, arritmias) e
também distdrbios metab6licos, como a dislipidemia, diabetes, aumento de taxa de
triglicerideos, baixos niveis de colesterol (HDL), hipertensdo arterial e hiperglicemia em
jejum (LEUNG et al., 2014; ZUGNO et al., 2012).

O aparecimento de doencas cardiovasculares indica um aumento do risco de morte,
sendo considerada a principal causa de mortalidade entre os pacientes esquizofrénicos. E os
disturbios metabolicos podem ser ocasionados pelo aumento da decorréncia de forte estresse e
estilo de vida durante a doenca e principalmente, pelo uso dos atipicos (FONSECA, 2009;
VARGAS; SANTOS, 2011). Esses efeitos adversos sdo fatores frequentes da ndo adesdo ao
tratamento antipsicotico (MELLO, 2009).

Ainda néo é bem explicado o mecanismo fisiopatoldgico dos antipsicéticos e a relacéo
com o ganho de peso. Ha literaturas que indicam que os sistemas de neurotransmissores
noradrenérgicos e histaminergicos estdo envolvidos. O sistema noradrenérgico regula a
ingestdo de alimentos e o sistema histaminérgico ¢ o mediador do comportamento alimentar
(POYUROVSKY et al., 2013). A olanzapina é o antipsicotico com maior potencial para
ganho de peso dentre todos os outros atipicos, por exibir afinidade com receptores H; seu
antagonismo confere estimulo do apetite e consequentemente, aumento de peso (GUESDON;
DENIS; RICHARD, 2010; POYUROVSKY et al. 2007; STEINER et al., 2013).

Alguns estudos tém mostrado a ocorréncia do ganho de peso e 0 uso de antipsicoticos
atipicos. Vargas e Santos (2011) mostram que a prevaléncia de ganho de peso, o aumento de
circunferéncia abdominal, hipertensdo arterial e sindrome metabdlica em pacientes
esquizofrénicos tratados com antipsicoticos atipicos foi maior do que a populacdo geral.
Fonseca (2009) mostra que pacientes esquizofrénicos apresentam um aumento de peso de
12% no intervalo de dois meses de tratamento com OLZ. Mello (2009) aponta que houve uma
aumento de peso médio de 8kg em 10 pacientes em tratamento com OLZ durante 60 dias de
estudo.

Poyurovsky e colaboradores (2013) mostram que a administracdo de OLZ juntamente

com um inibidor seletivo de reabsorcéo de norepinefrina (reboxetina) e um agonista H1 (beta-
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histina) promovem um aumento de peso bem menos significativo quando comparado com
OLZ e placebo. E atraves desse ultimo estudo pode-se observar a relacdo entre o uso dos
atipicos e suas afinidades pelos receptores histaminérgicos e noradrenérgicos ocasionando o
ganho de peso.

3.2.4 Propriedades farmacocinéticas

A OLZ apresenta boa absorcdo apds administracdo oral em estado de jejum ou apds
alimentacdo. Contudo, 40% sofrem biotransformagao antes de atingir a circulagdo sanguinea.
Sua metabolizacdo ocorre no figado pelas CYP1A2 e CYP2D6 do citocromo P450,
originando o metabdlito de maior quantidade 10-N-glucuronida e outros dois, N-desmetil e 2-
hidroximetil ambos com atividade farmacoldgica insignificante. Sua excregéo é realizada pela
urina, cerca de 57% na forma de metabdlitos e também no leite materno. Seus dados
farmacocinéticos podem variar em fungéo do tabagismo, da idade e do sexo (MOURA, 2009).

Com relagdo a farmacocinética plasméatica em animais, Pervaiz e colaboradores (2015)
fizeram um estudo farmacocinético em ratos (n=6) com dose oral de 7mg-Kg™ e os valores
dos parametros farmacocinéticos foram: concentracdo maxima no plasma (Cmsx): 412,7 + 18,7
ng-mL™?, 4rea sob a curva ASCoy 1956,7 + 119,2 ng-mL™-h™ ASCy.: 19595 + 119,5
ng-mL™-h™ e 0 tempo necessario para atingir a concentragdo méaxima, T foi de 1 h.

Um estudo de farmacocinética em humanos (bioequivaléncia), aleatorio do tipo
cruzado e duplo cego, com 21 participantes de pesquisa sadios, dose administrada por via oral
de 10 mg de OLZ da formulacdo teste e da formulagdo referéncia, mostram que 0s
parametros farmacocinéticos sdo semelhantes. Os resultados da formulacéo teste e referéncia
foram: Cax: 11,41 + 2,75 e 11,30 + 2,64 ng-mL™, ASCo.: 142,9 + 35,4 e 142,6 + 39 ng-mL’
Lh! ASCy.: 232,6 + 685 e 254,75 + 104,1 ng-mL™h? e Tms foi 3,2 e 34 h,
respectivamente. E os medicamentos foram considerados bioequivalentes (SAAVEDRA et
al., 2009).

Outro estudo foi realizado comparando duas formulacdes de OLZ de 2,5 mg, via oral,
em 26 participantes de pesquisa sadios. O desenho foi aberto, randomizado, cruzado 2X2 com
periodo de washout de 21 dias. Os parametros farmacocinéticos médios calculados para as
formulagdes teste e referéncia foram: ASCo.7» 116657,480 pg-mL™*-h?e 120619,617pg-mL’
L.h?, para Cax foram 4442,975 pg-mL™ e 4678,317 pg-mL™ e para Tms foram 4,0 he 4,7 h,
respectivamente. As formulagdes foram consideradas intercambidveis, pois foram
bioequivalentes (CARDOSO et al., 2012).
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3.3 Microdiéalise

A microdialise (MD) cerebral € uma técnica descoberta na década de 60, que vem
sendo utilizada na area de farmacologia, fisiologia e patologia. Seu primeiro estudo foi para
mensurar concentragdes de neurotransmissores em cérebro de primatas ndo humanos
(DELGADO, 1972) e em ratos (UNGERSTEDT; PYCOCK, 1974). Hoje, é largamente
utilizada no campo da neurociéncia para 0 monitoramento da concentracdo de
neurotransmissores (NTs), como dopamina, serotonina e noradrenalina (DARVESH et al.,
2011). Além de quantificar também aminoécidos, peptideos, acido ascérbico, glicose, lactato,
farmacos e seus metabdlitos em regides especificas do cérebro dos animais (GARCES-
RAMIREZ et al., 2013; LI et al., 2006; OLIVEIRA, 2010b).

A técnica possui a vantagem de rapida implantagdo na rotina de um laboratorio ou
industria farmacéutica, com custo relativamente baixo de consumiveis e possibilidade de
confeccdo de sondas dentro do proprio laboratorio (LIETSCHE et al., 2014). As amostras
coletadas no local de implante da sonda, que pode ser uma &rea especifica do cérebro,
permitem acompanhar a mudanca de concentracdo dos NTs em funcdo do tempo e a técnica
possibilita também que substancias exdgenas sejam administradas por via intracerebral
(DARVESH et al., 2011; LI et al., 2006).

As amostras da MD cerebral séo limpas, ndo necessitando de metodologia de extracéo,
podendo ser analisadas de imediato ou congeladas até sua analise. E com o desenvolvimento
da quimica analitica, técnicas bastante sensiveis, tais como cromatografia liquida,
espectrometria de massa e deteccao electroquimica sdo fundamentais para facilitar a utilizacéo
da MD cerebral (DARVESH et al., 2011). A coleta pode ser de forma continua, por periodo
de horas ou dias em um mesmo animal. Como ndo ha perdas de fluidos corporais, pode ser
utilizado um animal de pequeno porte. E ainda, ha a possibilidade de implantacdo de
diferentes sondas em diferentes regides em um mesmo animal (DARVESH et al., 2011;
LIRA, 2006; MUNARI, 2006).

Devido a regido cerebral de implantacdo da sonda manter suas caracteristicas
fisiologicas durante o experimento, um reduzido namero de animais pode ser utilizado. O
animal ainda pode permanecer acordado e com livre movimento durante todo o tempo de
experimento, dispensando utilizacdo de anestesia. Isto é uma ferramenta importante para
avaliar a relacdo entre concentracdo de NTs, mecanismo de acdo de determinado farmaco e
comportamento natural ou alterado de um animal (FREDDO, 2009; LI et al., 2006; NANDI;
LUNTE, 2009).
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A MD cerebral apresenta algumas limitacdes. Quando a sonda de MD é inserida pode
ocasionar danos ao tecido cerebral e uma resposta inflamatdria é vista, causando obstrucéo da
membrana semipermeavel devido a entupimento da sonda decorrente da ocorréncia de gliose.
Também pode haver contaminacdo microbiana, necessitando que seja realizada desinfecgéo
na sonda e danos a barreira hematoencefalica que pode se reestabelecer rapidamente ou causar
alteracdo da permeabilidade da sua membrana (MUNARI, 2006; NANDI; LUNTE, 2009).

A sonda inserida no cérebro exibe uma porcentagem de recuperacdo do analito em
estudo, através da difusdo pela membrana semipermeavel, que ndo alcanca 100%. E para
definir a real concentracdo deste analito, torna-se necessario determinar a capacidade de
recuperacdo desta sonda através de um método de calibracdo (DHANANI et al., 2010). A
recuperacdo esta relacionada com fluxo de perfusdo e o tempo de coleta das amostras. Alta
recuperacdo, necessita de baixo fluxo de perfusdo e maior tempo de coleta, no entanto,
fornece um volume de amostra reduzido, necessitando que o método de quantificacdo seja
sensivel o suficiente para deteccdo do analito (NANDI; LUNTE, 2009). Nos experimentos de
MD cerebral a taxa de fluxo varia entre 0,5 a 5 pL-min™ e o tempo de coleta de 5 a 30 min
(MUNARI, 2006).

Atualmente, tem sido empregada no estudo de doencas psiquiatricas (déficit de
atencdo e esquizofrenia) e doengas neurodegenerativas (Alzheimer e Parkinson),
proporcionando maior conhecimento a respeito da etiologia e dos seus tratamentos
terapéuticos (DARVESH et al., 2011). Seu uso foi estendido a diversos outros tecidos do
corpo como pele, tecido subcutaneo, coragdo, pulmao, sangue, olho, figado, tumores sélidos,
utilizando ndo apenas animais, como também seres humanos (AGGARWAL et al., 2007;
ARAUJO et al., 2013; KAUL et al., 2010; LEVEQUE et al., 2004; LI et al., 2006; VIEIRA et
al., 2010).

O principio da técnica compreende a difusdo de substancias hidrossoluveis, através de
uma membrana de didlise (Figura 2). A técnica é realizada através da insercdo de uma
pequena sonda de dialise no tecido (6rgdo) alvo. Na porcdo terminal desta sonda encontra-se
uma membrana semipermeavel e inicia-se um fluxo constante com um liquido de perfusdo
especifico, que produz um gradiente de concentra¢do ao longo da membrana, possibilitando
difusdo passiva de substancias de baixo peso molecular, variando entre 20.000 a 60.000Da, do
fluido intersticial para o liquido de perfusdo (BASTOS et al., 2013; TSAI, 2011).
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Figura 2 - Esquema de uma sonda de microdialise.
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Fonte: Adaptado de TASSO, 2008.

As sondas de MD sdo normalmente constituidas por uma tubulacdo de entrada, por
onde passa o perfusato e de saida, por onde passa o dialisado e uma membrana semipermeavel
na extremidade que insere no tecido. As tubulacdes sdo capilares que podem ser se silica
fundida, teflon, ou poliéster cetona. As sondas inseridas no cérebro sdo do tipo concéntricas,
pois possuem um design mais apropriado para insercdo vertical (PLOCK; KLOFT, 2005). A
membrana é constituida de acetato de celulose ou polieter carbonato, com um tamanho de
poro (cutoff) que varia entre 6 e 100 kD e seu tamanho varia de 1 a 4 mm para animais e 10
mm para seres humanos (MUNARI, 2006).

O dialisado, liquido coletado na extremidade de saida da sonda, contém a substancia
que se difundiu através da membrana semipermedvel e quando analisado, nao reflete
exatamente a concentracdo da substancia livre no tecido, mas sim, uma fracdo desta
concentracdo. O equilibrio dindmico entre os dois meios (meio tecidual com substancia e
liquido de perfusdo, que esta isento dessa susbtancia) ndo é atingido completamente devido a
alguns fatores, tais como, local de insercdo da sonda, porosidade da membrana, o fluxo de
perfusdo, o fluxo sanguineo local, caracteristicas fisico quimicas da substancia, o proprio
tecido e ainda a temperatura do animal (ARAUJO, 2008a; LIRA et al., 2006; NANDI;
LUNTE, 2009).

Essa concentracdo livre da substancia no tecido pode ser calculada atraves da razéo

entre a concentracdo no dialisado e a concentragdo presente no tecido, sendo denominada
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recuperacdo relativa (RR) ou eficiéncia da membrana. Técnicas de recuperagdo in vitro e in
vivo devem ser utilizadas para determinar essa quantidade de substdncia que pode ser
recuperada, para que essa concentracdo determinada tenha validade, no entanto, isto é
considerado um fator critico inerente a técnica da MD. A recuperacdo in vitro é do tipo
recuperacdo por ganho (diélise) e por perda (retrodialise), sendo esta ultima também um tipo
de recuperagdo in vivo e o fluxo liquido zero ou no net flux. E para definir o tipo de
recuperacio utilizada vai depender do tipo de MD (ARAUJO et al., 2008b; MULLER, 2012).

A recuperacdo in vitro é determinada por dialise, onde a sonda é inserida em uma
solucdo contendo o farmaco (meio externo) cuja concentragcdo € conhecida, sob agitacdo e
temperatura controlada e um liquido de perfusdo calibrador é perfundido através da sonda,
realizando a difus@o do analito. A taxa de recuperacgdo por ganho € calculada pela equagéo 1.

RRgan% = (£424) x 100 (1)

ext

Onde: RRgan é a taxa de recuperacao relativa por ganho, Cgia € a concentracao da substancia
no dialisado e Cey € a concentragdo conhecida do meio externo, que é a solugdo (VIERA et
al., 2010).

A retrodialise é conhecida como uma técnica de liberacdo que pode ser realizada in
vitro e in vivo e funciona de forma que, a sonda é inserida num recipiente com uma solucgéo
isenta de substancia e perfundida com uma solugdo contendo a substancia de concentracdo
conhecida. A difusdo da substdncia ocorrerd para fora da membrana, sendo a taxa de

recuperacdo por perda calculada através da equacao 2.

RRper% = (%) x 100 )

Onde: RRper é a taxa de recuperacdo relativa por perda, Cpef € @ concentragéo
conhecida da substancia no liquido de perfusdo e Cgia € a concentracdo da substancia no
dialisado ap6s passagem pelo meio (PLOCK; LOFT, 2005; TORRAO, 2007).

Durante a retrodialise, determinadas caracteristicas fisico quimicas do farmaco
influenciam significativamente o processo de difusdo através da membrana. Farmacos
hidrofilicos apresentam porcentagem de recuperacgdo igual na recuperacdo por perda e ganho,
enquanto farmacos lipofilicos ndo apresentam valores semelhantes, devido a capacidade de
adsorcao/ligacao ao tubo FEP (tetrafluoroetileno e hexafluoropropileno), de entrada e saida da
sonda e ao proprio material da sonda. Esse processo ocasiona interpretacdo errdnea da real

concentracdo do farmaco. Algumas alternativas tém surgido para reduzir essa adsor¢do, como
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0 uso de albumina bovina adicionada ao liquido de perfusdo e tubos de polieteretercetona,
conhecido como tubos PEEK (HOU et al., 2014; NIROGI et al., 2012).

O Fluxo liquido zero ou (no net flux) € um método de recuperacdo in vivo que foi
desenvolvido por Lénnroth e colaboradores (1987) e consiste na perfusédo da substancia de
interesse em diferentes concentragbes, mantendo-se a concentracdo do fluido extracelular
constante. A substancia deve estar na concentracdo de steady state no animal, através da
perfusdo continua. E a sonda deve ser perfundida com solugéo de diferentes concentracdes da
substancia de interesse. No momento que a concentracdo da substancia estiver menor no
liquido de perfusdo (Cperf) do que no tecido, ocorre a difusdo para o liquido de perfusdo,
aumentando sua concentragio no dialisado (Cgia)) (MULLER, 2012).

Quando ndo ha mais difusdo da substancia, torna-se o ponto de fluxo zero, onde as
concentragdes estdo semelhantes no liquido de perfusdo e no tecido. E a regressdo linear entre
a diferenca da concentracéo da substancia no dialisado e no liquido de perfuséo (Cgiai — Cper)
em fungdo da concentragéo no liquido de perfuséo (Cper) fornece a reta que passa no ponto de
fluxo zero. A equacdo 3 descreve esta relacao.

__ (Cdial- Cperf
RR = (<22l (3)

Onde RR é a taxa de recuperagédo relativa, Cgia € a concentracdo no dialisado, Cper € @
concentragdo no liquido de perfusdo (ARAUJO, 2008a).

Essa tecnica também pode ser realizada utilizando um padréo interno, ou calibrador,
que deve ser uma substancia que possua coeficiente de difusdo semelhante a substancia em
estudo, este deve ser adicionado ao liquido de perfusdo. E o resultado da recuperacdo por
perda do calibrador, refletird a recuperacdo da substancia em estudo. Isso pode facilitar o
entendimento de variacdes de valor durante o experimento, por exemplo, quando a sonda
estiver com vida util reduzida, pois havendo uma mudanca no valor da recuperacéo relativa da
substancia em estudo devera ser observada, também, mudanca no valor da recuperacao
relativa do calibrador (MUNARI, 2006).

Os dialisados, que sdo as amostras coletadas ap0os a passagem do liquido de perfuséo,
sdo analisados por diversas técnicas de quantificacdo altamente sensiveis: espectrometria de
massas, cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), eletroforese capilar e imunoensaios.
Uma vez que os dialisados sdo amostras limpas, isentas de proteinas, ndo necessitando de
purificacdo ou metodologia de extracdo, podendo ser analisados diretamente, o que ja foi
mostrado ser uma vantagem da técnica de MD (ARAUJO, 2008a).
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Atualmente, a técnica de MD, ndo é apenas cerebral como também aplicada a outros
tecidos, esta permite realizacdo automatica desde a coleta até a injecdo de amostras nos
equipamentos para analise, com excecdo para a cirurgia de insercdo da sonda na regido
especifica do 6rgdo em estudo. E estd sendo bastante utilizada nas industrias farmacéuticas
para facilitar a descoberta de novos farmacos e aprimorar conhecimento sobre doencas e
farmacos ja consolidados (ZHANG; BEYER, 2006).

3.4 Farmacocinética

A resposta terapéutica de um farmaco esta relacionada com diferentes etapas no
organismo até obtencdo da resposta farmacoldgica e depende da concentracdo deste em seu
local de agdo, quando se encontra ligado ao seu receptor, no interior das células. Quando um
farmaco é administrado inicia-se a fase biofarmacéutica (liberagdo do principio ativo da forma
farmacéutica e dissolucdo nas membranas biolégicas). Em seguida, a fase farmacocinética e €
distribuido pelo sangue, o fluido corporal que faz a ligacdo com todos os 6rgdos do corpo,
possibilitando a interagdo farmaco-receptor e consequentemente, a resposta terapéutica, sendo
esta a fase farmacodindmica (RANG; DALE, 2012).

A relacdo entre a fase farmacocinética e farmacodinamica (Figura 3) € a concentracéo-
resposta de um farmaco no organismo. A fase farmacocinética diz respeito a entrada do
farmaco no organismo com influéncia da dose, forma farmacéutica, via de administracdo e
avalia matematicamente a sua concentracdo e de metabdlitos atingida em funcdo do tempo,
através de calculos dos parametros farmacocinéticos. E a fase farmacodinamica se refere a
concentracdo do farmaco e seus efeitos terapéuticos e indesejados em funcdo do tempo
(TOZER; ROWLAND, 2009).
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Figura 3 - Relacéo entre farmacocinética e farmacodinamica.
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A farmacocinética é o ramo da farmacologia que estuda 0s processos que determinado
farmaco sofre no organismo e a relagdo das concentracdes deste e/ou de seus metabolitos com
o tempo (LABOUNE, 1993). Os processos farmacocinéticos a que um farmaco esta sujeito
sdo absorcdo, distribuicdo, metabolismo ou biotransformacdo e excrecdo (ADME) e
descrevem o caminho que estes percorrem no organismo, ocorrendo simultaneamente e nao
de forma sequencial (SILVA, 2013).

O processo de absorcdo ocorre para inUmeras vias de administracdo, exceto para as
vias intravenosa e intrarterial. Consiste na transferéncia do farmaco inalterado da via de
administracao até ser disponibilizado na circulacdo sanguinea. E a passagem do farmaco pelo
epitélio intestinal é a absorcdo propriamente dita. Apos administrado, o fArmaco percorre um
caminho até a sua absorcdo e durante este caminho, aparecem locais onde pode ocorrer a
perda de farmaco, nos tecidos gastrintestinais e no figado, por exemplo, e esse fendmeno é
denominado de efeito de primeira passagem (TOZER; ROWLAND, 2009).

A absorcdo de um farmaco ocorre através das membranas do trato gastrointestinal
(TGI) nas células da mucosa do estdbmago, intestinos e do coélon e, principalmente, nos
segmentos intestinais duodeno, jejuno e ileo, que sdo os principais locais de absorcdo de
farmacos, devido a enorme area de superficie e presenca de iniimeros sitios de absorcéo. E um
processo dependente do tamanho de molécula, lipofilia e grau de ionizagdo. Um farmaco
atravessa facilmente as membranas do TGI quando esta na sua forma ndo ionizada, que
também apresenta maior lipofilicidade e sua velocidade de passagem é determinada pelo
fluxo sanguineo (STORPIRTS et al., 2011).
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Os mecanismos de absorc¢do sdo transporte passivo transcelular, facilitado e transporte
ativo. O transporte passivo transcelular ocorre da regido de maior concentracdo no sentido do
gradiente de concentracdo, sem gasto de energia, dependendo apenas do grau de
hidro/liposolubilidade e da quantidade de droga ndo ionizada. O transporte ativo é mediado
por carreadores de membrana ocorre com gasto de energia, quando a molécula liga-se de
forma reversivel e estes para atravessar as membranas celulares no sentido contrario do
gradiente de concentragdo. E o transporte por difusdo facilitada se faz através de carreadores,
no entanto, no sentido do gradiente de concentracdo, sem necessitar de gasto de energia
(LABOUNE, 1993; STORPIRTS et al., 2011).

Alguns fatores podem interferir na absorcdo como forma farmacéutica, caracteristicas
fisico quimicas do farmaco (tamanho da particula, carater cristalino ou amorfo), grau de
solubilidade (certa hidrossolubilidade para se difundir nos liquidos do organismo e certa
lipofilia para atravessar as membranas biologicas), tempo de esvaziamento gastrico, transito
intestinal, presenca de alimentos etc (RANG; DALE, 2012).

A absorcéo ndo se restringe apenas a via oral, aplica-se também as vias intramuscular,
subcutanea e as outras vias extravasculares. No caso da via intravenosa, ndo ha absorcéo, a
dose é aproveitada por completo, diz-se, portanto, que a biodisponibilidade ou velocidade e
extensdo da entrada do farmaco na circulacdo sistémica ¢ 100% (STORPIRTS et al., 2011;
TOZER; ROWLAND, 2009).

Apos absorcdo, o farmaco é distribuido através da corrente circulatoria aos tecidos
(local de agdo), como também ¢é eliminado, esse processo denomina-se disposicdo. Essa
distribuicdo até os tecidos do organismo depende da irrigagdo sanguinea, pH e caracteristicas
de membrana do tecido, grau de ligacdo as proteinas plasmaticas, pKa e coeficiente de
particdo do farmaco. Estando o farmaco na sua forma livre, ou seja, ndo ligado a proteinas, o
mesmo alcanca o local alvo que possui afinidade para exercer sua atividade terapéutica, bem
como provocar os efeitos adversos (LABOUNE, 1993).

O metabolismo ou biotransformacdo é a conversdo do farmaco através de acdo de
enzimas intestinais, hepaticas e pulmonares em outra entidade quimica, o metabdlito, que por
ser mais hidrossoltvel, € mais facilmente eliminado. Considera-se como uma estratégia do
organismo em adicionar grupos polares a molécula do farmaco a fim de torna-lo mais soluvel
para ser eliminado na urina. O metabolismo nem sempre significa inativacdo do farmaco,
algumas vezes ap0s as reacdes de biotransformacédo, o farmaco é ativado farmacologicamente,
é quando se administra um pré-farmaco. Ou o metabdlito é potencialmente mais toxico do que
o farmaco (STORPIRTS et al., 2011).
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O metabolismo pode ser afetado pelas caracteristicas do farmaco, via de administracdo
e também pela variabilidade entre os individuos. As enzimas responsaveis pela metabolizagdo
sdo principalmente as isoenzimas do citocromo P450, que devido a variabilidade
interindividual, podem ser observadas diferencas nas concentragdes plasmaéticas e na
eliminacdo de um farmaco entre cada individuo. A auséncia de certos sistemas enzimaticos,
que é decorrente do polimorfismo genético, implica que a metabolizacdo de um farmaco varia
em funcéo da reacdo enzimética e da origem étnica dos individuos (LEBLANC, et al., 2000;
STORPIRTS et al., 2011; TOZER; ROWLAND, 2009;).

O processo de eliminagdo pode ser realizado diretamente e de forma irreversivel com o
farmaco inalterado, ou transformado em metabélitos a nivel renal ou biliar, como também
pelo leite, suor, saliva e pelo ar exalado pelos pulmbes (LABOUNE, 1993). O rim é o
principal 6rgdo responsavel pela excrecdo de farmacos e a via renal compreende trés
processos fisioldgicos: a filtragdo glomerular, a secrecdo tubular ativa e a reabsorc¢éo tubular
passiva (LABOUNE, 1993; STORPIRTS et al., 2011).

3.4.1 Modelos compartimentais

Na farmacocinética, os modelos matematicos sdo propostos para descrever o
comportamento cinético do farmaco no organismo, utilizando equacdes que permitem
descrever a evolucdo temporal das concentragdes plasmaticas do farmaco e permite
determinar as constantes de velocidade das transformacgdes ocorridas com o farmaco no
organismo [constantes da velocidade de absorcdo (K,), distribuicdo (K12, K1) € eliminacéo
(Ke)], além de calcular os parametros farmacocinéticos. Estes modelos séo classificados como
compartimentais ou ndo compartimentais e o organismo é estudado como compartimentos,
podendo ser mono (apenas um compartimento) ou multicompartimental (dois ou mais
compartimentos) (LEBLANC et al., 2000).

Os modelos ndo compartimentais tém mais aproximacdo com a realidade do
organismo interpretanto o que ocorre com o farmaco no organismo. Estes modelos sdo
baseados na teoria dos momentos estatisticos, que considera a permanéncia do farmaco no
organismo, ou tempo de residéncia médio (MRT, em inglés mean residence time), que é
expresso pela area sob a das concentracfes plasmaticas versus tempo relacionada com area
sob 0 momento da curva (ASMC). O MRT ¢ o tempo necessario para que 63,2% da dose
administrada sejam eliminados. Também é abordado nestes modelos o tempo de absorcéo

médio (MAT, em inglés mean absorption time), que significa o tempo médio necessario para
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a ocorréncia da absorcdo de um farmaco administrado por via oral ou por outras vias
extravasculares. Nestes modelos, a eliminacdo é estimada pelo Clearance. A distribuicdo é
calculada através do célculo do volume de distribui¢do no estado de equilibrio (DAVANCO,
2015; STORPIRTIS et al., 2011).

O modelo monocompartimental € o modelo mais simples possivel. Considerando que
a via de administracdo seja intravascular, 0 modelo apresenta apenas uma unica constante K.
Considerando a via de administracdo extravascular, presume-se que o farmaco seja absorvido
e distribuido instantdnea e homogeneamente pelo sangue e tecidos do organismo, portanto, é
introduzida também K, (LEBLANC et al., 2000). No perfil farmacocinético de determinado
farmaco, que corresponde aos valores de concentracdo plasmatica versus tempo, se
transformados em logaritmo natural (Ln) e o gréafico apresentar uma unica inclinacdo, a
disposicéo cinética € monocompartimental (DAVANCO, 2015; STORPIRTS et al., 2011). A

figura 4 representa 0 modelo monocompratimental apds administracdo intra e extravascular.

Figura 4 - Representacdo do modelo monocompartimental apds administragdo intra e

extravascular.

Administracdo Administracdo
intravascular extravascular
Representagtes
compartimentais K
P o_—slal=s 0 a K ) K a
A A
Ln C LnC
Representactes graficas
Tempo Tempo
Representactes
matematicas C=Cyexat C=A (gXel- e

Fonte: Adaptado de LEBLANC, 2000. Onde: Q — quantidade de farmaco, C- concentrag&o.



40

O modelo multicompartimental é quando os valores do perfil farmacocinético séo
transformados em Ln e o processo de eliminacdo é representado por mais de uma reta e €
considerado 0 modelo mais adequado para interpretacdo da distribuicdo do farmaco no
organismo. O modelo mais empregado é o bicompartimental e caracteriza-se por duas fases: a
fase de distribuicdo e a fase de eliminagdo. As constantes K;, caracteriza a distribuicdo do
compartimento central (1) para o periférico (2) e K1, 0 inverso e de eliminacdo Kjo, que
caracteriza a eliminacdo do compartimento central. J4 0 modelo tricompartimental torna-se
muito complexo com relacdo a calculos matematicos (LEBLANC et al., 2000; STORPIRTS
et al., 2011). A figura 5 representa 0 modelo bicompartimental apds administragdo intra e

extravascular.

Figura 5 - Representagio do modelo bicompartimental ap0s administragdo intra e

extravascular.
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Representacoes K. ¢ K.s
compartimentais Q——s|a, |— |, Q—=sl|qQ, |— |,
K21 K21
Q lK” Q lK”
A A
T Distribuicdo
LnC |‘/IZ!|5-tr||:n,|u_:z=u:| LniC /
Representacoes Eliminacio
graficas e Eliminacéo
Absorcéo
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Representacoes
matemaéticas C=Ae™+ Be Pt C=Aetst+ Be™+ Cat

Fonte: Adaptado de LEBLANC, 2000. Onde: o — constante de distribui¢do e B- constante de

eliminacéo.
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3.4.2 Ordem cinética

A ordem cinética € o modelo que diz respeito a concentracdo do farmaco no
organismo e se relaciona com a velocidade de transferéncia dele através dos processos
fisiologicos de ADME.

A cinética de primeira ordem ou cinética linear acontece quando o0s sistemas
bioldgicos responsaveis pelo processo fisioldgicos ndo sdo saturdveis e as concentracdes
plasméaticas maximas e a ASC sdo diretamente proporcionais a dose administrada. A cinética
de ordem zero ou ndo linear é entendida como cinética dose dependente. Ocorre quando o
sistema enzimatico esta saturado e condicdes fisioldgicas como gravidez, hipotermia, acidose
metabdlica, entre outras, também podem ser responsaveis por cinética ndo linear para
determinados farmacos (LEBLANC et al., 2000; STORPIRTS et al., 2011).

3.4.3 Farmacocinética no desenvolvimento de medicamentos

O conhecimento da farmacocinética esta interligado ao cotidiano da medicina e da
farmacia, proporcionando maior entendimento sobre a influéncia das concentracGes
plasmaticas atingidas apos uma determinada dose de farmaco e a duragdo da sua acgdo
farmacologica. E fundamental na adaptacido de doses e regimes posoldgicos, no
desenvolvimento de novos farmacos como também no estudo de biodisponibilidade,
bioequivaléncia, bioisencdo e equivaléncia terapéutica de medicamentos genéricos e
similares. Além da capacidade de predizer a farmacocinética humana utilizando modelos
animais (STORPIRTIS et al., 2011).

A relacdo farmacocinética-farmacodinamica (concentracdo-resposta) vem sendo
utilizada pelas industrias farmacéuticas no desenvolvimento de novos farmacos. Os processos
farmacocinéticos e a resposta terapéutica podem ser semelhantes entre diferentes espécies de
mamiferos, desta forma, pode-se prever quantitativamente o possivel efeito em humanos. E
esta relacdo quando inserida nos estudos de fase I, realizados com participantes de pesquisa
sadios, auxiliam a definicdo da forma farmacéutica e posologia, além de efeitos adversos,
seguido de verificacdo de seu efeito para tal indicacdo em estudo de fase Il com pequeno
grupo de participantes de pesquisa pacientes.

As fases | e Il definem posologias seguras e efetivas que serdo confirmadas nas fases
I11 e IV, realizadas com milhares de pacientes. Uma vez comprovado seu efeito terapéutico e

seguranga pelas autoridades regulatérias, os medicamentos sdo disponibilizados no mercado e
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permanecem sob vigilancia constante (TOZER; ROWLAND, 2009). A figura 6 ilustra o
processo de desenvolvimento de novos medicamentos e a relacdo farmacocinética-

farmacodinamica.

Figura 6 - Processo de desenvolvimento de novos medicamentos e a relagdo farmacocinética-

farmacodinamica.
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Fonte: Adaptado de TOWZER; ROLAND, 2009.
3.4.4 Bioequivaléncia

O custo de desenvolvimento de um medicamento inovador para a industria
farmacéutica é alto, devido ao investimento necessario para realizar estudos pré-clinicos e
estudos clinicos fase I, 11 e 111 para garantir eficacia e seguranca da formulacdo. Enquanto que
para uma formulacdo genérica os custos sdo bem menores, visto que necessita apenas
evidenciar a equivaléncia terapéutica com estudos in vitro (equivaléncia farmacéutica) e in
vivo (bioequivaléncia), apés a finalizacdo de periodo de patente do medicamento inovador.
No caso dos genéricos, apos comprovacdo dos testes de bioequivaléncia/biodisponibilidade
relativa, ocorre sua disponibilizacdo no mercado e o mesmo é intercambiavel com o
medicamento inovador (MOREIRA, 2014).

O estudo de bioequivaléncia/biodisponibilidade relativa consiste em avaliar a extensao
e a velocidade que um farmaco € absorvido a partir de uma formulacéo teste, que € candidato

a medicamento genérico ou similar, em relacdo a uma formulacdo de referéncia, j& disposta
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no mercado. Esse estudo é realizado quando as formula¢fes apresentam farmaco, dosagem e
vias de administracdo semelhantes (STORPIRTIS et al., 2011).

Os estudos de bioequivaléncia/biodisponibilidade relativa s&o compostos pelas
seguintes etapas: clinica, analitica e estatistica (BRASIL, 2006).

A etapa clinica seleciona os participantes de pesquisa, realiza o confinamento,
administracdo do medicamento teste e realiza o cronograma de coletas.

O ndmero de participantes de pesquisa deve ser baseado em estudos realizados
anteriormente ou estudo piloto quando ndo ha dado disponivel na literatura e deve assegurar
um poder estatistico (> 0,8), garantindo a confiabilidade dos resultados. Segundo normas da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), o nimero minimo deve ser de 12 e, em
casos de auséncia de dados na literatura, deve ser 24 participantes de pesquisa sadios e
confinados sob condigcdes padronizadas de alimentacdo e acomodacdes (BRASIL, 2003a,
BRASIL, 2003b).

Seguindo um cronograma pré-estabelecido, que deve contemplar um periodo entre 3 a
5 meia vida de eliminagéo do farmaco (t1,) em estudo, as amostras bioldgicas sdo coletadas a
fim de garantir a adequada caracterizagdo do perfil plasmatico do farmaco (concentracdo
versus tempo) e tempo de coleta durante o periodo de eliminagdo. E se o farmaco apresentar
t1, acima de 24 h, o cronograma de coleta deve ser de, no minimo, 72 h (BRASIL, 2003a,
BRASIL, 2006).

O estudo de bioequivaléncia/biodisponibilidade relativa € delineado em paralelo, onde
cada individuo recebe ao acaso apenas uma das formulacdes, ou o delineamento € cruzado,
onde cada individuo recebe mais de uma formulac@o em periodos diferentes, sendo necessario
um intervalo de tempo entre as administracdes, conhecido pelo termo washout, o que deve
compreender o periodo de 7 ti;, do farmaco em estudo, a fim de evitar efeito residual do
farmaco no segundo periodo do estudo. No delineamento cruzado ha a vantagem do individuo
ser 0 seu préprio controle e a variabilidade interindividual é descartada (BRASIL, 20033,
BRASIL, 2006).

A etapa analitica desenvolve e valida a metodologia de quantificacdo do farmaco para
analisar as amostras bioldgicas coletadas durante o confinamento dos participantes de
pesquisa (BRASIL, 2012b). Essas amostras podem ser quantificadas através de técnicas de
radioimunoensaio, elisa, cromatografia liquida com deteccdo de ultravioleta, cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas e a técnica que atualmente é a mais utilizada, por
ser mais sensivel e seletiva é cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (CL-
EM) (MOREIRA, 2014).



44

A etapa estatistica determina o numero de participantes de pesquisa e analisa 0s
resultados da etapa analitica atraves dos calculos dos parametros farmacocinéticos e célculos
estatisticos para avaliar a bioequivaléncia. As medidas farmacocinéticas avaliadas para a
determinagdo da bioequivaléncia/biodisponibilidade derivam diretamente da curva de
concentracdo do medicamento ao longo do tempo, através da quantificacdo de um
determinado numero de amostras biolégicas que foram coletadas durante o estudo. Os
parametros farmacocinéticos avaliados sdo: Cmax, Tmax, area sob a curva da concentracdo da
substancia no plasmado instante inicial até o ultimo tempo quantificavel (ASCo.), area sob a
curva da concentracdo da substancia no plasma do instante inicial até o até o tempo relativo a
eliminacdo completa do farmaco (ASCo-».) € t1» (BRASIL, 2003b).

Para estabelecer a bioequivaléncia entre as formulacdes é realizada uma analise
estatistica através da avaliacdo dos parédmetros farmacocinéticos de ASC (extensdo de
absorcdo) e Cnax (velocidade de absorcdo). Sdo consideradas bioequivalentes quando o
intervalo de confianca de 90%, para a razdo entre as médias dos dados transformados
logaritmicamente de ASCo: e de Cmax estiver entre 80 a 125% segundo Food and Drug
Administration (FDA) e ANVISA (BRASIL, 2006; FDA, 2001).



Producao e avaliacao da recuperacao de sondas de

microdialise
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4 PRODUCAO E AVALIACAO DA RECUPERACAO DE SONDAS DE
MICRODIALISE

4.1 INTRODUCAO

As sondas de MD sdo inseridas em diversas areas e 6rgdos do corpo, tais como
cerebro, pele, tecido subcutdneo, olhos, sangue, tanto em animais como em humanos.
Apresentam uma membrana semipermeavel que, através do fenbmeno da difusdo passiva,
permite a passagem de pequenas moléculas, devido a um gradiente de concentracdo
estabelecido (por perda ou ganho), retirando ou introduzindo estes compostos em um sitio
especifico sem a ocorréncia de perda de fluido fisiologico (NANDI; LUNTE, 2009).

Sé&o constituidas por tubos (metalicos ou plasticos) de entrada do liquido de perfuséo e
tubo de saida para o dialisado. A membrana semipermeavel aparece na porgédo terminal entre
esses tubos, que possuem silica fundida e possibilitam que as membranas sejam
constantemente perfundidas com o liquido de perfusdo. Estas membranas sdo feitas de
material do tipo acetato de celulose ou poliéter carbonato, apresentando um tamanho de poro
(cut off) que varia entre 6 e 100 kDa, limitando a passagem de moléculas (MUNARI, 2006;
PLOCK; KLOFT, 2005).

As sondas podem se apresentar em trés diferentes formatos: concéntrica, linear e shunt
e sao empregadas em regides especificas, dependendo da finalidade do estudo (Figura 7).

Figura 7 - Sondas de microdialise nos formatos concéntrica (A), linear (B) e shunt (C).
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Fonte: Adaptado de NANDI; LUNTE (2009).



47

As sondas concéntricas sdo utilizadas normalmente para estudos neurogquimicos.
Devido a regido cerebral ser extremamente heterogénea e um tecido rigido, esta necessita de
uma sonda de tamanho muito pequeno para garantir resolucdo espacial dentro de uma area
especifica, sendo implantadas com o auxilio de uma cénula guia. O tamanho para as sondas
utilizadas em ratos € de cerca de 250-500 um de didmetro, sendo diferente das implantadas
em camundongos, que apresenta tamanho entre 220 e 380um. O tamanho das membranas
varia de 1 a 4 mm, e por serem rigidas, ndo devem ser implantadas em 6rgdos internos de
animais com movimento livre, pois pode haver dano a membrana ou ruptura de parede de
vasos do animal (DAVIES et al., 2000; NANDI; LUNTE, 2009).

As sondas lineares por serem flexiveis sdo empregadas para implantacdo em tecidos
nao rigidos e homogéneos, tais como pele e musculo. Apresentam membrana entre 4 e 10
mm, que esta inserida entre duas céanulas flexiveis, sendo facilmente implantada em 6rgéos
internos de animais em movimento, visto que durante o experimento, a flexibilidade das
canulas confere uma chance minima de ruptura de vasos. As sondas shunt sdo empregadas
para MD que avalia fluidos em movimento. Uma de suas utilizagdes € através da implantacéo
realizada no ducto biliar, onde é realizada uma amostragem de bile em animal acordado e com
livre movimento (DAVIES et al., 2000; NANDI; LUNTE, 2009).

Mesmo havendo tipos diferentes de sonda para facilitar a implantacdo em
determinados 6rgdos, ha uma grande dificuldade comum a todos os tipos, que é a capacidade
de determinar a quantidade de molécula que pode ser recuperada pela membrana, visto que
sofre influéncia do fluxo e caracteristicas do liquido de perfusédo, tipo de molécula e area
superficial da membrana (PEDRONI, 2005). Assim, é imprescindivel o entendimento da
recuperacdo relativa dessa sonda, que significa a quantidade do farmaco em estudo no
dialisado coletado. Isso permitira calcular a concentracéo real do farmaco no local de insercéo
da sonda (LIETSCHE et al., 2014).

A recuperacdo pode ser do tipo dialise (por ganho) in vitro e retrodialise (por perda) in
vitro e in vivo. A recuperacdo por dialise consiste em inserir a sonda de MD em uma solucéo
do farmaco em estudo de concentragdo conhecida (Cex:), 0 liquido de perfuséo, que mimetiza
o fluido extracelular, é perfundido através da sonda, onde ocorre o processo de difusdo
(ARAUJO et al., 2008). E através da equacdo 1 (ver item do referencial teérico) pode ser
determinada a recuperacdo da sonda.

A retrodialise consiste em inserir a sonda de MD numa solucdo do liquido de perfusédo

e uma solucdo do farmaco em estudo, de concentracdo conhecida, é perfundida através da
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sonda (Cperf) (ARAUJO et al., 2008). E a equagdo 2 (ver item do referencial teorico)
determina a recuperacdo da sonda por retrodialise.

Este capitulo diz respeito a producdo de sondas de MD cerebral em laboratério e
avaliacdo da sua eficiéncia de recuperagdo in vitro comparando com a eficiéncia de
recuperacdo de uma sonda comercial. Além de desenvolvimento e validacdo de um método
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (CL-EM/EM) para quantificar
amostras de OLZ em liquido de perfusdo provenientes dos experimentos de recuperagao.

4.2 MATERIAL E METODOS
4.2.1 Substancias quimicas e reagentes

A substancia quimica de referéncia da OLZ foi adquirida da United States
PharmacopeialConvention (Rockville, MD, USA) e a OLZ D3, utilizada como padrdo interno
(PI) (Figura 8), foi obtida da Artmolecule (Poitiers, France). Amostra de OLZ doada pela
empresa Cristalia (Lote: GOL368), Sdo Paulo, Brasil. Acido formico, acetonitrila e metanol
(J.T.Baker,Phillipsburg, NJ, USA), todos com grau CLAE. A H,0 foi purificada com sistema
MilliQ® (Millipore, Molsheim, France). Liquido de perfusdo para estudos em tecidos
cerebrais composto por NaCl 147 mM, KCI 2,7 mM, CaCl;1,2 mM e MgCl, 0,85 mM
(CMA/Microdialysis AB, Estocolmo, Suécia).

Figura 8 - Estrutura quimica da olanzapina (A) e olanzapina D3(B).
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4.2.2 Material para confeccao de sondas

Cola epoxi, agulhas hipodérmica 22g x 1 /2” (BD, Minas gerais, Brasil), silica fundida
polymicro TSP 075150 (Polymicro Technologies, Arizona, EUA), microretificaDremel série
3000 com disco de corte de 24 mm (Dremel, lllinois, EUA), membranas de diélise de
polietersulfona (fibras de dialisadores) e ponteiras para micropipetas (Eppendorf, Sdo Paulo,
Brasil), sonda CMA 12, FEP (copolimero de tetrafluoroetileno e hexafluoropropileno) tubos e
seus conectores (CMA/Microdialysis AB, Estocolmo, Suécia).

4.2.3 Equipamentos

Bomba de perfusdo CMA 402 syringe pump e acessorios, coletor de amostras CMA
142 Microfraction Collector (CMA/Microdialysis AB, Estocolmo, Suécia), banho de
ultrassom Q335D (Quimis, Sdo Paulo, Barsil), agitador de tubos AP59 (Phoenix, Araraquara,
Brasil).

4.2.4 Confecgado de sondas

As sondas preparadas em laboratorio foram confeccionadas adaptando a metodologia
de Lietsche e colaboradores (2014) e Bazzu e colaboradores (2011) e séo do tipo concéntricas,

visando o estudo onde a implantacdo ocorre em uma regido do cérebro.

4.2.4.1 Procedimento:

1. As tubulacgdes de entrada e saida foram confeccionadas a partir de agulhas no tamanho
de 25 mm. A tubulacdo de entrada deve conter uma pequena abertura de 1 mm na distancia de
5 mm de uma das extremidades, no entanto deve ser resistente o suficiente para evitar ruptura
da agulha no nivel da abertura;

2. Duas unidades de silica fundida de £ 40 mm foram inseridas na tubulacdo de entrada e
coladas de modo que cerca de 5 mm ficassem para fora da extremidade da tubulacdo de
entrada. Uma das silicas deve ser inserida pela abertura citada anteriormente e permanecera
angulada para posterior insercao da tubulacdo de saida;

3. A membrana de dialise foi inserida nas silicas do tubo de entrada e ajustada para

permanecer com uma area de 4 mm e a outra extremidade foi fechada com cola epéxi;
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4. A tubulacdo de saida foi inserida na silica angulada e foi unida a tubulagdo de entrada
através de uma parte de ponteira de micropipetas no tamanho de £ 1 cm e cola epéxi;
5. Cada sonda foi mantida overnight, em local que ndo sofresse impacto, para garantir
uma boa fixacdo dos componentes e testadas antes do uso.

A seguir € apresentado um esquema de confec¢do da sonda (Figura 9). As agulhas
utilizadas nas tubulacGes de entrada e saida servem para protecdo da silica. O funcionamento
da sonda s6 foi testado apds 12 h para garantir que todas as partes estejam bem fixadas e que a

cola esteja completamente seca.
Figura 9 - Esquema de confec¢do das sondas em laboratério.
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Fonte: Autoria propria.

4.2.5 Método de quantificacédo da olanzapina

A quantificacdo da olanzapina em liquido de perfusdo foi realizada utilizando um

método desenvolvido por CL-EM/EM.
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4.2.5.1 Condigdes cromatograficas e espectrométricas

O sistema CLAE (Shimadzu Corporation, Kyota, Japan) consistiu em autoinjetor (SIL-
30AC), bomba binéria (LC-30 AD), degaseficador (DGU-20A3) e forno (CTO-20A). O
espectrometro de massas utilizado foi AB Sciex-3200 triplo quadrupolo (MDS-SCIEX,
Toronto, Canadd). A ionizacdo dos compostos foi realizada a pressdo atmosférica por
eletrospray em modo positivo e a transicdo de massas pelo monitoramento de reagOes
multiplas (MRM) para deteccdo da OLZ e Pl foi m/z 313,1 > 256,1 e 316,2> 256,1
respectivamente. O software utilizado para aquisigdo e processamento dos dados foi Analyst
1.4.1 (SCIEX).

A fase mdvel foi formiato de aménio 5 mM: metanol, ambos com 0,1% de &cido
formico (45:55 v/v) em modo isocratico no fluxo de 0,5 mL-min™. A fase estacionéria foi
coluna cromatografica ACE C18 125 x 4,6 mm, 5 um (ACE, Aberdeen, Scotland, UK) com
pré-coluna Gemini C18 2 x 3,0 mm (Phenomenex, Torrance, CA, USA). O forno foi mantido
a temperatura ambiente (21-23°C). O volume de injecéo foi de 10pL. Os tempos de retencéo

para OLZ e PI foi 3,18 min, sendo o tempo de analise de 4 min.

4.2.5.2 Solucgbes padréo

As solugdes de trabalho de OLZ e PI foram preparadas a partir de soluc6es estoque (1
mg-mL™) através de solubilizacdo e diluicdo em metanol nas concentragdes (100, 10 e
1pg-mL™) para OLZ e 100 ng-mL™ para o Pl. As solucdes da curva de calibracdo e as
solucgdes dos experimentos de recuperacao foram preparadas através da fortificacdo do liquido
de perfusdo branco com solucdes de trabalho em diferentes concentraces (0,625; 1,25;
3,125; 6,25; 12,5; 25,0 e 50,0 ng-mL™). As soluces de controle de qualidade (CQ) foram
preparadas em liquido de perfusdo nas concentragdes 1,25, 12,5 e 80 ng-mL™ (baixo [CQB],
médio [CQM] e alto [CQA], respectivamente). Todas as solu¢des foram armazenadas a 4°C
até sua utilizacdo (BEDOR et al., 2015).

4.2.5.3 Preparo das amostras

As amostras coletadas na recuperacdo eram diluidas com solucdo de PI, sempre na

concentracdo de 20% da concentragdo utilizada no experimento para solu¢do de OLZ, a fim
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de garantir um volume de amostra suficiente para o rack de vials disponivel para o

equipamento.

4.2.5.4 Validacéo

A validacdo do meétodo foi realizada em conformidade com o0s requisitos atuais da
ANVISA) (RDC n.° 27, de 17 de maio de 2012), sendo realizados testes de seletividade,
linearidade (0,625 a 100 ng-mL™), precisdo e exatiddo. O efeito matriz foi realizado através
de infusdo p6s-coluna com solugdo de OLZ em liquido de perfuséo (50 ng-mL™) e foi injetada
uma amostra branco (liquido de perfusdo) (Figura 10).

Figura 10 - Representacdo esquematica da configuracdo do sistema CL-EM/EM no

experimento de efeito matriz.
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Fonte: Autoria propria.

4.2.6 Recuperacdo in vitro das sondas de microdialise

A recuperacdo in vitro das sondas de microdialise foi realizada através de

experimentos por dialise e retrodialise. Um esquema € mostrado na figura 11 a seguir.
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Figura 11 - Esquema para recuperacao por dialise e retrodialise.
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Fonte: Adaptado de PLOCK; KLOFT (2005).

Na recuperacdo por dialise, a sonda de MD foi inserida em uma solucdo de OLZ de
concentracdo conhecida sob agitacdo a 37°C e o liquido de perfusdo foi perfundido através da
sonda em determinado fluxo na ordem de pL-min™. E através da equagdo 1 (ver item do
referencial teorico) foi determinada a recuperacdo da sonda. Para a retrodialise, a sonda foi
inserida numa solucdo do liquido de perfusdo sob agitacdo a 37°C e uma solugcdo de OLZ de
concentracdo conhecida foi perfundida atraves da sonda em determinado fluxo. A equacao 2
(ver item do referencial tedrico) determina a recuperacao da sonda por retrodialise.

Para avaliar a qualidade das sondas produzidas no laboratorio, a recuperacdo por
dialise in vitro das sondas foi realizada através da investigacdo da influéncia de dois fatores:
fluxo (1, 2 e 3 pL-min'1) e concentracdo de solugdo de OLZ (12,5, 25 e 50 ng-mL™). Um
planejamento fatorial composto central de face centrada, mostrado na Tabela 2 foi elaborado.
Ap0s a concretizacdo de todos os experimentos, foi desenvolvido um modelo matematico a
fim de relacionar a resposta investigada (recuperacdo das sondas) com os fatores (fluxo de

perfusdo e concentracao de solucdo de OLZ).
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Tabela 2 - Planejamento composto central de face centrada utilizado na etapa de recuperagéo

in vitro. Entre parénteses estdo os niveis dos fatores codificados.

Niveis dos fatores

Fluxo  Concentracédo
oLz
1(-1) 12,5 (-1)
1(-1) 50 (+1)
3 (+1) 12,5 (-1)
3(+1) 50 (+1)

1(-1)  25(0)
3(+1)  25(0)
2 (0) 12,5 (-1)
2 (0) 50 (+1)
2 (0) 25 (0)
2 (0) 25 (0)
2 (0) 25 (0)
2 (0) 25 (0)

A recuperacédo por retrodialise foi realizada a partir dos resultados da recuperacdo por
dialise, utilizando o melhor fluxo de perfusdo frente as trés diferentes concentracbes de
solucdo de OLZ (12,5, 25 e 50 ng-mL™). E os resultados foram comparados estatisticamente
através de teste t student.

Todas as solucdes de OLZ foram feitas em liquido de perfusdo. O tempo de equilibrio
em ambas as recuperacdes foi de 60 min e foram realizadas coletas a cada 20 min durante 120
min.

A fim de realizar uma comparacao entre uma sonda feita em laboratério e uma sonda
comercial CMA 12, foi realizado o experimento de dialise e de retrodialise (nas melhores
condicdes encontradas pelo planejamento experimental) entre as sondas. Informacdes sobre as

caracteristicas das sondas utilizadas nos experimentos sdo apresentadas na tabela 2.2.
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Tabela 3 - Caracteristicas da sonda comercial e de laboratorio

Caracteristicas Sonda comercial Sonda de laboratério
Tamanho da membrana 4mm 4-5mm

Tipo de membrana Polietersulfona Poliariletersulfona
Cutoff 20 kDa 20 kDa

Diametro da membrana 0,5 mm 0,5 mm

4.2.7 Adsorcdo aos tubos plasticos da microdialise

Para avaliar a adsorcdo da olanzapina aos tubos de plastico do sistema de
microdialise/recuperacgdo in vitro foi utilizado o tubo FEP com dimensGes de 150 mm nas
mesmas condicGes do experimento que apresentou melhor recuperacdo. Seguindo o método
de recuperacdo por retrodialise, uma solucdo de OLZ na concentracdo de 50 ng-mL™em
liquido de perfuséo foi perfundida através de um tubo FEP no fluxo de 1 pL-min™ durante um
tempo de equilibrio de 1 h e em seguida foram realizadas coletas a cada 20 min durante 60
min (LINDBERGER et al.; 2002; NIROGI et al., 2012). O experimento foi realizado em

duplicata, a equacéo 2.1. foi utilizada para calcular a adsorcéo ao tubo (L).

L =1 — (Coptido|Cperfusato) X 100 (4)
4.2.8 Anélise estatistica

A analise estatistica foi realizada através de andlise de variancia (ANOVA), teste t
student e os graficos de superficie resposta foram obtidos atraves do software Statistica 10
(Statsoft Inc., Tulsa, EUA).
4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.3.1 Confeccdo de sondas

As sondas feitas em laborat6rio apresentam um custo de fabricacdo muito abaixo do

valor empregado para a compra de uma sonda comercial, cerca de R$ 5,00, pois 0s materiais

utilizados podem ser adquiridos facilmente no mercado. O tempo gasto para confeccdo das
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sondas nédo se torna alto, desde que a mao de obra tenha sido treinada e tenha percepcéo e
sensibilidade para trabalho manual com materiais de tamanhos milimétricos. Em cerca de 1 h
é possivel obter 5 sondas, no entanto se faz necessario considerar o tempo de secagem
overnight e 80% das sondas confeccionadas estdo aptas ao uso, exibindo recuperacdo em
torno de 19% de acordo com os resultados apresentados a seguir.

Segundo Munari (2006), as sondas confeccionadas em laboratorio sdo vistas como
uma desvantagem devido ao tempo de confeccdo ser demorado e 0s materiais apresentarem
alto custo, tornando o processo de producdo até mais caro do que a compra através de uma
empresa fornecedora de sondas comerciais.

No entanto, diante dos resultados apresentados aqui, que corroboram com Lietsche e
colaboradores (2014), pode ser afirmado que as sondas confeccionadas em laborat6rio servem
como uma alternativa as sondas comerciais, no que diz respeito ao funcionamento, custos de
material para confeccdo e eficiéncia de recuperacao. Isso enfatiza a possibilidade da reducédo
dos custos da técnica de microdialise, possibilitando que grupos de pesquisa utilizem
diferentes artificios para producdo dos seus préprios materiais de pesquisa com qualidade. A
figura 12 apresenta o design de uma sonda feita em laboratdrio e uma sonda comercial
utilizada no nosso estudo.

Figura 12 - Design uma sonda de microdialise feita em laboratério (A) e uma sonda comercial
CMA (B).
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4.3.2 Método de quantificacao da olanzapina

O método desenvolvido e validado apresentou seletividade sem interferentes
enddgenos ou metabdlicos nos tempos de retencdo da OLZ e do PI (Figura 13). A linearidade
foi obtida a partir da analise de regressdo linear pelo método dos minimos quadrados
ponderada (weighted Linear least-square regression analysis) com mais de uma ordem de
grandeza, na faixa de 0,625 a 100 ng-mL™ (1/x), com média de coeficiente de determinago
de 0,9962 (n = 3 corridas analiticas) (Figura 14). A precisdo intra e interdia foi de 8,9 e 12,8
%, respectivamente e o erro relativo é de 11,2 %. Os resultados obtidos mostraram-se dentro
dos limites aceitaveis pela ANVISA (BRASIL, 2012).
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Figura 13 - Cromatogramas do dialisado branco (A) e dialisado branco fortificado com 15
ng-mL™ do PI (B).
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Figura 14 - Curva analitica na faixa de 0,625 a 100 ng-mL™.
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Zheng e colaboradores (2012) afirmam que a injecdo direta das amostras no CL-
EM/EM néo ¢ adequada devido a quantidade de sal presente no liquido de perfusdo e faz uso
de duas colunas cromatogréaficas, sendo uma pré-coluna C8 que € utilizada para dessalinizar a
amostra e uma coluna C18 que € utilizada para separacdo cromatografica. No entanto, o
estudo de efeito matriz realizado no presente método ndo mostrou nenhuma influéncia
significativa do liquido de perfusdo na resposta analitica da OLZ de acordo com a Figura 15,
visto que nos tempos de retencdo dos picos da OLZ e Pl ndo houve alteracdo nos niveis de
ionizacéo.

E possivel notar que as condicdes da fase movel e da fase estacionaria utilizadas neste
método fizeram a eluicdo dos ions provenientes dos sais dissolvidos no liquido de perfusao no
tempo entre 2,4 e 3,0 min e que 0s picos cromatograficos dos compostos iniciam em torno de

3,2 min.
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Figura 15 - Cromatograma ilustrativo do efeito matriz.
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Isso mostra que as amostras podem ser analisadas diretamente no CL-EM/EM sem
necessitar de tratamento prévio, diferentemente do que é relatado por Zheng e colaboradores
(2012), que afirma que o procedimento de preparo das amostras é uma etapa complicada. No
presente estudo, a amostra antes de ser analisada sofreu apenas um processo de diluicdo com
solucdo de Pl em mesma matriz, visando apenas uma quantidade de amostra que fosse capaz
de ser injetada e analisada no equipamento. Isso foi realizado devido aos baixos volumes de
coleta nos experimentos de microdialise, pois sdo influenciados pela recuperagdo da sonda,
que por sua vez, é influenciada pela taxa de fluxo (ARAUJO, 2008a).

Também foram ser observados que os valores dos tempos retencdo e de andlise,
respectivamente (3,3 e 4,0 min), séo inferiores quando comparado ao método de Zheng e
colaboradores (2012), cujo valor € de 4,0 e 4,5 min, respectivamente. E ainda, o Pl utilizado
foi a olanzapina deuterada, que confere ao método maior confiabilidade frente a variabilidade
no momento da ionizacdo por eletrospray. Portanto, o método aqui apresentado € considerado

simples, rapido e facil de ser reproduzido.

4.3.3 Recuperacdo in vitro das sondas de microdialise

O planejamento composto central de face centrada foi utilizado para investigar a
influencia de dois fatores, fluxo e concentracdo de solucdo de OLZ na resposta (porcentagem
de recuperacdo da sonda) e o0 mesmo foi escolhido devido a estudos anteriores com este tipo

de planejamento no nosso grupo de pesquisa. Os resultados estdo mostrados na Tabela 4.



Tabela 4 - Resultados do planejamento composto central
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Fluxo Concentracao Resposta média Desvio padrao
(UL-min™) (ng-mL™) (Recuperagéo %)
1(-1) 12,5 (-1) 11,07 1,98
1(-1) 50 (+1) 19,42 0,80
3(+1) 12,5 (-1) 5,34 3,05
3 (+1) 50 (+1) 1,40 1,19
1(-1) 25 (0) 8,59 2,61
3(+1) 25 (0) 2,42 0,53
2 (0) 12,5 (-1) 7,95 1,27
2(0) 50 (+1) 8,51 0,88
2 (0) 25 (0) 4,60 0,15
2 (0) 25 (0) 2,60 0,52
2 (0) 25 (0) 2,63 0,38
2(0) 25 (0) 4,43 0,64

Supondo-se que a relacdo entre a resposta e os fatores investigados poderia ser

representada por uma funcéo polinomial de segunda ordem (Equacédo 5), foram estimados o0s

coeficientes para construcdo do modelo matematico através do meétodo dos minimos

quadrados. Os coeficientes obtidos estdo mostrados na Tabela 5.

Y = by + Xfcy by xi + Xy bux? + Xk i byxixg + €

(5)

Onde: k € o nimero de variaveis, b, € o termo constante, b; representa o coeficiente dos

parametros lineares, bji representa os coeficientes dos termos quadraticos, bj; representa os

coeficientes das interacGes entre parametros, X; representa as variaveis, € ¢ o residuo associado

aos experimentos.
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Tabela 5 - Coeficientes do modelo ajustado para resposta.

Coeficientes Erro t(3) p - 95% +95%
padréo Limite de Limite de
confianga  confianga

Média 3,70979 0,5009 7,4061  0,005092 2,11566 5,30392
Fluxo (L) -4,98639 0,4480 -11,1296 0,001554 -6,41222 -3,56056
Fluxo (Q) 1,50563 0,6720 2,2404  0,110924 -0,63312 3,64437
Conc. (L) 0,82917 0,4480 11,8507  0,161313 -0,59667 2,25500

Conc. (Q) 4,23563 0,6720 6,3026  0,008070 2,09688 6,37437
Fluxo x Conc. -3,07458 0,5487 -5,6032 0,011233 -4,82086 -1,32830

Onde: L representa os termos lineares e Q representa os termos quadraticos. *Conc. -
Concentracao

Os resultados mostram que, no nivel de 95% confianga, o fluxo quadratico e a
concentracdo linear ndo foram considerados significativos, pois ndo apresentaram valor de p
menor que 0,05. Realizou-se analise da variancia para verificar se 0 modelo estava bem
ajustado aos dados. Os resultados estdo apresentados na tabela 6.

Tabela 6 - ANOVA do modelo polinomial de segunda ordem inicial.

Fonte de Soma N°de G.L. Média F P
variacao guadratica quadratica

Fluxo (L) 149,1844 1 149,1844 123,8676 0,001554
Fluxo (Q) 6,0451 1 6,0451 5,0192 0,110924
Conc. (L) 4,1251 1 4,1251 3,4251 0,161313
Conc. (Q) 47,8414 1 47,8414 39,7226 0,008070
Fluxo X

Conc. 37,8123 1 37,8123 31,3955 0,011233
F.de ajuste 12,2670 3 4,0890 3,3951 0,171107
Erro puro 3,6132 3 1,2044

Soma

quadratica 280,3788 11

total

R 0,943

R? ajustado 0,896

*F. de ajuste — Falta de ajuste
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A andlise de variancia obtida mostrou que ndo houve falta de ajuste, mas confirmou
que dois termos do modelo (fluxo quadrético e concentracdo linear) ndo foram considerados
significativos. Portanto, tendo como base o principio da parciménia, estes deveriam ser
excluidos do modelo. Porém, de forma a manter a hierarquia matematica, o termo
concentracdo linear foi mantido no modelo, visto que o termo concentracdo quadrética foi
considerado significativo (BARROS NETO et al., 2010).

Apos a exclusdo do fluxo quadratico, foram estimados os coeficientes para construgdo
do modelo matematico (Tabela 7) Realizou-se outra analise de variancia para verificar a falta
de ajuste (Tabela 8). O modelo foi considerado adequado para fazer previsoes e, a partir dele,

obteve-se a curva de nivel e o grafico de superficie resposta para 0 modelo ajustado (Figuras
16 e 17).

Tabela 7 - Coeficientes do modelo ajustado para resposta.

Coeficientes  Erro t(3) p - 95% +95%
padréo Limite de  Limite de

confianga  confianca

Média 4,21167 0,4480  9,4004 0,002550  2,78583 5,63750
Fluxo (L) -4,98639 0,4480 -11,129 0,001554 -6,41222 -3,56056
Conc. (L) 0,82917 0,4480 1,8507 0,161313 -0,59667 2,25500
Conc. (Q) 4,73750 0,6336  7,4770 0,004955  2,72107 6,75393

Fluxo x Conc. -3,07458 0,5487 -5,6032 0,011233 -4,82086 -1,32830




Tabela 8 - ANOVA do modelo polinomial de segunda ordem ajustado.
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Fonte de Soma N° de G.L. Média F P
variacao guadrética guadrética
Fluxo (L) 149,1844 1 149,1844 123,8676 0,001554
Conc. (L) 4,1251 1 4,1251 3,4251 0,161313
Conc. (Q) 67,3317 1 67,3317 55,9054 0,004955
Fluxo x
37,8123 1 37,8123 31,3955 0,011233
Conc.
F.de ajuste 18,3121 4 4,5780 3,8011 0,150709
Erro puro 3,6132 3 1,2044
Soma
quadrética 280,3788 11
total
R 0,921
R? ajustado 0,877
Figura 16 - Curva de nivel obtida para o modelo.
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Figura 17 - Gréfico de superficie de resposta para o modelo.
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Os resultados estatisticos apresentados pelo planejamento central de face centrada
mostram que o fluxo e a concentracdo influenciam significativamente na resposta do
experimento, a recuperacdo da sonda. No entanto, a literatura aponta que a recuperagdo de
uma sonda ndo deve ser sofrer variagdo com a concentracdo, visto que no tecido in vivo a
concentragdo do farmaco muda ao longo do tempo (ARAUJO, 2008).

Realizando o tratamento estatistico para analisar as respostas em relacédo as diferentes
concentracdes, foi verificado que a resposta na concentracdo de 12,5 ng-mL™ e 25 ng-mL™
ndo apresentam diferencas estatisticamente significativas, no nivel de 95% de confianca (t
Student) como ja sugerido na superficie de resposta (entre os niveis -1,0 e 0,0 a regido se
mantém amarelada, indicando mesma intensidade de resposta). No entanto, quando ambas séo
comparadas com a concentracdo de 50 ng-mL™, ha diferencas estatisticamente significativas,
no nivel de 95% de confianca (t Student), com aumento de recuperacdo conforme evidenciado
na superficie de resposta para 0 modelo (entre os niveis 0,0 e 1,0 a intensidade de resposta
aumenta com a passagem para niveis de vermelho).

Assim, conforme a literatura de Nirogi e colaboradores (2012), numa dose de 3 mg-kg"
! (mesma dose administrada no posterior estudo de microdialise) a concentracdo méaxima

atingida de OLZ no dialisado é de 8,4 ng-mL™, um valor que se encontra na regido do grafico
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de superficie de resposta em que os resultados de recuperacdo sdo estatisticamente
semelhantes. Essa abordagem serve para estudos posteriores de microdialise cerebral em
animais para dosagem de olanzapina.

Os experimentos de retrodialise foram realizados a partir do fluxo que apresentou
maior recuperacdo nos experimentos por dialise, 1uL-min™ frente as trés diferentes
concentracdes 12,5; 25 e 50ng-mL™ e os resultados de recuperacdo por retrodialise foram
17,50%+2,98; 16,40%+3,27 e 23,06%%2,36; respectivamente. Todos os valores de
recuperacdo por retrodialise foram maiores que por dialise, no entanto apresentaram a mesma
tendéncia, sem diferencas estatisticamente significativas, no nivel de 95% de confianca (t
Student) entre as concentracdes de 12,5 ng-mL™ e 25 ng-mL™. Quando estas concentracdes
foram comparadas com a concentracdo de 50 ng-mL™, houve diferencas estatisticamente
significativas, no nivel de 95% de confianca (t Student), portanto havendo também um
aumento de recuperacdo diante da maior concentrag&o.

Baseado na literatura, os valores de recuperacdo de diélise e retrodialise para drogas
lipofilicas com log P entre 1 e 4 ndo sdo similares. Foi verificado nos experimentos
apresentados que esses valores realmente diferem. Isso ocorre provavelmente devido a
capacidade da OLZ, que é altamente lipofilica (log P 3,08), de adsorver nos tubos do sistema
de MD (LINDBERGER et al.; 2002; NIROGI et al., 2012).

O experimento de recuperacdo por diélise e retrodidlise (fluxo 1uL-min’e
concentracdo de 50 ng-mL™) foi realizado para a sonda comercial em triplicata. Realizou-se
um teste t student para comparar a media de recuperacdo entre a sonda de laboratério e a
comercial nas mesmas condicBes. Os resultados médios para recuperagdo por dialise foram
19,27+10,11 (sonda comercial) e 19,42%+6,54 (sonda de laboratdrio). E na retrodialise, 0s
resultados foram 23,06+2,36; 24,59+3,14 para sonda comercial e da sonda de laboratorio
respectivamente. Realizando uma comparacao entre os valores por dialise e oura comparacao
entre os valores por retrodidlise, pode ser observado que ndo houve diferencas
estatisticamente significativas, no nivel de 95% de confianca (t Student) entre os valores de
recuperacdo da sonda comercial e a sonda de laborat6rio nestas condigdes testadas.

Este resultado confirma que o uso de uma sonda confeccionada em laboratdrio
apresenta a eficiéncia de recuperacdo semelhante a uma sonda comercial, enfatizando que a
mesma pode ser utilizada em substitui¢do, ja que possui um custo de producdo muito menor,

sendo viavel sua utilizacao na rotina de experimentos de MD cerebral.
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4.3.4 Adsorcdo aos tubos plasticos da microdialise

Os experimentos de adsorcdo ao tubo mostraram que 43,30%+3,04 da OLZ foi
adsorvida ao tubo. Os resultados corroboram com a literatura podendo confirmar que
farmacos altamente lipofilicos apresentam adsor¢do ao tubo (LINDBERGER et al.; 2002;
NIROGI et al., 2012, TER et al., 2012).

4.4 CONCLUSOES

O método desenvolvido e validado para quantificar as amostras de olanzapina em
liquido de perfusdo provenientes dos experimentos de recuperacdo foi simples, rapido e facil
de reproduzir, apresentando a vantagem de ndo necessitar de tratamento prévio das amostras,
sendo necessaria apenas uma simples diluicdo para obter um volume de injecdo suficiente
para analise no CL-EM/EM.

A utilizacdo de técnica de quimiometria (planejamento central de face centrada)
possibilitou verificar que nos estudos de recuperacdo por didlise o fluxo e a concentracdo
podem influenciar no valor de recuperacéo e foi observado que quanto menor o fluxo, maior €
a recuperacdo e assim, foram definidas as faixas de melhor resposta do experimento.

Os valores de recuperacdo por retrodiélise sdo maiores que os valores de recuperacéo
por didlise para a OLZ, o que deve ocorrer, segundo a literatura, visto que & um farmaco
altamente lipofilico. E ainda, devido a sua lipofilia, a olanzapina apresenta adsor¢do aos tubos
do sistema de microdialise.

E pode ser comprovada, atraves da comparacao de valores de recuperacdo por dialise e
retrodialise, que as sondas de microdialise confeccionadas em laboratorio apresentam a
mesma eficiéncia de recuperacdo que as sondas comerciais, portanto, podem ser consideradas
como um artificio para os laboratdrios de pesquisa na producdo dos seus préprios materiais

com qualidade, reduzindo os custos da técnica de microdialise.
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5 FARMACOCINETICA PLASMATICA DA OLANZAPINA E MICRODIALISE
CEREBRAL

5.1 INTRODUCAO

A olanzapina (OLZ) é um farmaco antipsicético, classificado como atipico ou de
segunda geragdo, que possui acdo no sistema nervoso central, propiciando a melhora dos
sintomas negativos da esquizofrenia e com baixa incidéncia de efeitos extrapiramidais (FDA,
2014). No entanto, estda também associado ao ganho de peso, aumento de doencas
cardiovasculares e distdrbios metabdlicos, que sdo fatores frequentes da ndo adesdo ao
tratamento antipsicético (LEUNG et al., 2014; MELLO, 2009). Ha alguns estudos reportados
na literatura que tém mostrado a relagé@o entre o uso de OLZ e ganho de peso (MELLO, 2009;
POYUROVSKY et al.,, 2013; VARGAS; SANTOS, 2011).

A microdialise (MD) cerebral € uma técnica inovadora, largamente utilizada no campo
da neurociéncia para 0 monitoramento da concentragdo de neurotransmissores (NTs), como
dopamina, serotonina e noradrenalina (DARVESH et al., 2011). E realizada através da
insercdo de uma pequena sonda de didlise em uma regido especifica do cérebro que €
perfundida com um liquido de perfusdo especifico, mimetizando o liquido cerebroespinhal
num fluxo constante. Isso gera um gradiente de concentracdo ao longo da membrana,
possibilitando difusdo passiva de substancia, que quando coletada, traduz a concentracéo
desta no local de insercdo da sonda (MULLER, 2012; TSAI, 2011).

O estudo da farmacocinética permite avaliar matematicamente a influéncia da dose, da
forma farmacéutica, da via de administracdo, a partir da entrada do farmaco no organismo,
através da definicdo da sua concentracdo e de seus metabolitos em funcdo do tempo utilizando
calculos dos parametros farmacocinéticos. E a farmacodindmica diz respeito a concentracao
do farmaco e seus efeitos terapéuticos e indesejados em funcdo do tempo (RANG; DALE,
2012).

Um melhor entendimento da relacdo entre concentracdo de farmaco no organismo e
seu efeito terapéutico é um caminho para melhorar o uso de antipsicoticos em pacientes com
esquizofrenia. Portanto, a relacdo dos dados de farmacocinética e de farmacodinamica torna-
se uma ferramenta indispensavel para conferir maior conhecimento sobre a relacdo entre a
dose farmacoldgica, efeito terapéutico e efeitos adversos e, ainda auxilia no desenvolvimento
de novos antipsicoticos (REDDY et al., 2013).
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Nesta parte da tese é abordada a técnica de MD cerebral para avaliar a concentracdo do
NT dopamina, relacionado com o efeito farmacolégico da OLZ e também o estudo de
farmacocinética plasmética, a fim de definir os pardmetros farmacocinéticos da OLZ. Os
estudos foram realizados em ratos, simultaneamente, ap6s administragdo intravenosa de uma
dose de 3 mg-kg™ de OLZ.

5.2 MATERIAL E METODOS
5.2.1 Substancias quimicas, solventes e reagentes

A substdncia quimica de referéncia da OLZ foi adquirida da United States
Pharmacopeial Convention (Rockville, MD, USA) e a OLZ D, utilizada como PI foi obtida
da Artmolecule (Poitiers, France). Amostra de OLZ (Lote: GOL368) doada pela empresa
Cristalia, S30 Paulo, Brasil. Quetamina 1mg-mL™ (St. Louis, Missouri, EUA), cloridrato de
lidocaina 5mg-mL™ (Astra Zeneca, Londres, Reino Unido), pentobarbital 50 mg-mL™ (Lake
Forest, Illinois, EUA), isoflurano gasoso (Piramal Critival Care, Orchard Park, NY, EUA),
NaCl 0,9% e cresil violeta (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA). Isopentano,
acetonitrila, metanol, éter etilico (J.T.Baker, Phillipsburg, NJ, EUA), formiato de aménio 97%
(Fischer Scientific, Pittsburgh, PA, EUA), todos com grau CLAE. H,O purificada com
sistema MilliQ® (Millipore, Molsheim, Franca) e gelo seco (Crioexpress, Levallois-Perret,

Franca).
5.2.2 Material

Instrumentacdo cirurgica (tesouras, bisturi, pincas, agulhas), toalha de alcool, gazes e
fio de sutura. Cateteres de polietileno (diametro interno: 0,28 mm, diametro externo: 0,61
mm) (Phymep, Paris, Franca) e (diametro interno: 0,58 mm, didmetro externo: 0,96 mm)
(Harvard, Les Ulis, Franca). Sonda concéntrica CMA 12 com membrana 4 mm mais canula
guia, liquido de perfusdo para estudos em tecidos cerebrais composto por NaCl 147 mM, KClI
2,7 mM, CaCl, 1,2 mM e MgCl, 0,85 mM (CMA/Microdialysis AB, Estocolmo, Suécia),
resina dental CX-PLUS cement Kit PN 1166 (Shofu, San Marcos, CA, EUA) e resina Depex
06522 (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA).


https://www.google.com.br/search?biw=1024&bih=667&q=st+louis+missouri&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3sLC0SK5U4gAxzcoryrW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQDMHhGVQwAAAA&sa=X&sqi=2&ved=0ahUKEwiR6KPV38_KAhXJ1CYKHUYQDtwQmxMIgwEoATAO
https://www.google.com.br/search?biw=1024&bih=667&q=st+louis+missouri&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3sLC0SK5U4gAxzcoryrW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQDMHhGVQwAAAA&sa=X&sqi=2&ved=0ahUKEwiR6KPV38_KAhXJ1CYKHUYQDtwQmxMIgwEoATAO
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5.2.3 Equipamentos

Equipamento de anestesia veterinaria Univentor 400 com caixa de indugdo e mascara
de anestesia gasosa (Univentor, Zejtun, Malta). Aparelho de estereotaxia modelo 51500 CMA
72-6335, sistema de microdiélise para animais com movimento livre CMA 120, FEP tubos e
seus conectores, controlador de temperatura animal com termémetro CMA 450, equipamento
para raspagem de pelos ChroMini Cordless Clipper CMA 34-1414 e broca para perfuracéo
6ssea CMA 72-4950, parafusos CMA 7431021 (CMA/Microdialysis AB, Estocolmo, Suécia),
coletor automatico Univentor 820 (Univentor, Zejtun, Malta). Freezer -80°C Revco (Thermo
Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA), criostato CM 3050S e microscépio 6tico (Leica

Biosystems, Wetzlar, Alemanha).

5.2.4 Animais

Ratos machos Sprague-Dawley (n = 6) provenientes do laboratério Janvier Labs (Le
Genest-St-Isle, Franga), com peso entre 325 — 450g foram colocados em caixas individuais e
mantidos em local com umidade e temperatura controlada (23+£2°C) e ciclo de claro-escuro
por 12h, com livre acesso a comida (4RF21, Mucedola, Mildo, Italia) e agua, um dia antes de
iniciar os experimentos. A manipulacdo animal foi realizada seguindo os principios éticos
para experimentos com animais de acordo com o National Research Council's Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals da Franga sob nimero 86.050.

Os animais foram submetidos, inicialmente, a cirurgia de insercao do cateter em veia e
artéria femoral e em seguida, submetidos a cirurgia de estereotaxia para implantacdo da sonda
de MD. Antes de ambas as cirurgias, administrou-se uma solugdo de quetamina 5mg-kg™ por
via intramuscular e em seguida, uma solucéo de lidocaina 10mg-kg™ por via subcutanea para
analgesia.

Imediatamente apds os experimentos de farmacocinética plasmatica e MD cerebral, o
animal foi eutanasiado com administracdo de 1 mL de pentobarbital via intravenosa e
decapitado com guilhotina para retirada do cérebro e posterior estudo histologico. Cada
animal foi sacrificado isoladamente, em ambiente limpo, sendo sua carcaca armazenada em
embalagem plastica apropriada e conservada em freezer -20°C até recolhimento pelo 6rgdo

competente.


https://www.google.com.br/search?biw=1024&bih=667&q=massachusetts+waltham&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCooMTBJU-IAsTOqjE21tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcUAAxikqkQAAAA&sa=X&sqi=2&ved=0ahUKEwiWtsG86s3KAhVKLyYKHeESBIwQmxMIkwEoATAO
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5.2.5 Cirurgia para insercéo de cateter em veia e artéria femoral

Os animais foram levados ao laboratério e aclimatados durante uma hora antes do
inicio do procedimento cirurgico. Apo6s o procedimento de anestesia com isoflurano gasoso,
colocou-se o animal em decubito dorsal e retiraram-se os pelos da regido abdominal. Uma
incisdo de cerca de 5 cm de largura foi feita proxima a pata esquerda para separacdo da veia e
artéria femoral esquerda com auxilio de tesoura e pinga cirurgica.

Fez-se um no cirdrgico em cada extremidade de ambos os vasos a fim de evitar a
circulacdo sanguinea. Rapidamente, perfurou-se cada vaso e inseriu-se o cateter de polietileno
de menor diametro interno conectado a um de maior didmetro, segundo mostrado na Figura
18. A extremidade livre de cada cateter foi fechada com agulhas identificadas para veia e
artéria e a incisdo, fechada com n6 cirtrgico com auxilio de fio de sutura. A fim de evitar a

secagem da incisdo, utilizou-se 1 mL de NaCl 0,9% sempre que necessario.

Figura 18 - Cateter para insercdo em veia e artéria femoral.

Fonte: Autoria propria

Colocou-se o animal em decubito ventral e na regido dorsal fez-se uma perfuracdo
para passagem dos cateteres, que ficaram +10 cm expostos para facilitar a coleta sanguinea e
estes foram presos, por fita adesiva, até o momento do experimento. Esse procedimento
evitou que o animal mordesse os cateteres durante o tempo de recuperacdo do procedimento

cirargico e de experimento.
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5.2.6 Cirurgia de estereotaxia para implantacdo da sonda de microdiélise

Realizou-se a inser¢do da canula guia para sonda de microdialise utilizando a técnica
de cirurgia de estereotaxia conforme descrito por Liu e colaboradores (2014).

Com o animal ainda anestesiado, posicionou-se 0 mesmo em decubito ventral no
aparelho de estereotaxia e fixou-se as orelhas nas barras laterais do equipamento. O focinho e
os dentes frontais superiores foram bem encaixados na mascara da anestesia, a fim de realizar
a manutencdo anestésica durante todo o procedimento cirdrgico, em torno de 1 h e 30 min. A
temperatura corporal do animal foi mantida através do controlador de temperatura.

Fez-se uma raspagem dos pelos da regido craniana e um a limpeza com toalha de
alcool para desinfeccdo e em seguida, fez-se uma incisdo de £2 cm no couro cabeludo para
expor o cranio. Colocou-se a canula guia presa ao clipe do aparelho de estereotaxia, localizou-
se 0 bregma como ponto de referéncia e fez-se a marcacao das coordenadas estereotaxicas.

A regido cerebral onde ocorreu a implantacdo da sonda foi o estriado, mais
precisamente no nucleo da base caudado e putamem, regido de grande interesse para estudos
do mecanismo de acdo dos antispicoticos, visto que € a regido que regula o sistema motor
extrapiramidal (GOODMAN; GILMAN, 2003). De acordo com o atlas de Watson e Paxinos
(2013), as coordenadas estereotaxicas foram: (anteposterior: + 0,24mm, lateral: + 0,28mm,
vertical: - 0,34mm).

Com auxilio de uma broca, fez-se um pequeno orificio na regido de insercdo da guia
canula e outro dois para insercdo de parafusos. A profundidade do orificio foi avaliada
cuidadosamente para ndo atingir o tecido encefalico e a mesma variava com a espécie e idade
do animal. Apds a insercdo do parafuso e da canula guia, fechou-se a regidao do cranio com
resina dental e o animal foi alocado numa caixa individual com &dgua e comida ad libitum para

recuperacdo por cerca de 20 horas antes da MD.

5.2.7 Avaliacdo Farmacocinética

A avaliacdo da farmacocinética plasmatica foi realizada simultaneamente com a MD
cerebral. Foi administrada uma dose de 3 mg.kg™ de olanzapina intravesa in bolus pela veia
femoral, as amostras de sangue foram coletadas antes da administracdo da solucdo de OLZ e
10, 30, 60, 120, 180 e 300 min apo6s a administracdo, no volume aproximado de 250 pL pela

artéria femoral. Apos cada coleta de amostra de sangue, 0,3 mL de soro fisiolégico e 0,1 mL
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de solucdo de heparina foram injetadas pra evitar a hipovolemia e entupimento do cateter para
as coletas subsequentes.

As amostras sanguineas foram submetidas a centrifugacdo a 2500 RPM (rotacdes por
minuto) por 10 min e o plasma foi separado e armazenado em freezer a -80°C até sua analise.
As amostras foram analisadas frente a curva de calibracdo preparada no dia de analise e
controles de qualidade para monitoramento da precisdo e exatiddo do método durante toda a
sequéncia analitica.

Os parametros farmacocinéticos foram calculados aplicando-se o modelo ndo
compartimental, monocompartimental e bicompartimental. Uma das abordagens foi a
estimativa dos parametros farmacocinéticos atraves da utilizagdo de uma planilha
desenvolvida no proprio NUDFAC, com o auxilio do programa Microsoft Excel®, utilizando
0 método dos residuos (STORPIRTS et al., 2011).

Foi plotado um grafico de concentragdo (ng-mL™) x tempo (h) em escala
semilogaritmica, a partir dele foram selecionados os pontos da fase terminal com maior
coeficiente de determinacéo (regressdo ndo linear) através da incluséo e exclusao do tempo de

coleta 60 min na fase terminal e obtida a equacdo exponencial relativa a fase de eliminacéo

(6):
C=BxeFt (6)

Onde: C é a concentracdo no tempo determinado, B € o ponto de intersecdo no eixo das
ordenadas, 3 € constante de eliminagdo e t ¢ tempo.

A partir da equacdo 5 gerada foram extrapoladas as concentragcdes para 0s tempos da
fase de distribuicdo do farmaco, os valores extrapolados foram subtraidos dos resultados

experimentais originando a reta corrigida da fase de distribuicao (equacéo 7).

C=Axe* (7)

A partir da reta representativa da fase de distribuicdo foram obtidas a constante de
distribuigdo (o) e o ponto de intersecdo com eixo das ordenadas (A), representativo da
concentragdo no tempo Oh.

A meia vida de distribuicéo foi calculada pela relagéo t,,, = 0,693/a e a meia vida

de eliminagéo pela t,,, = 0,693/8.
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A éarea sob a curva até a ultima concentracdo quantificada (ASC o) foi calculada pelo
método dos trapezoides, a area sob a curva da Ultima concentracdo determinada
experimentalmente ao infinito (ASC t.,) foi calculada segundo a equacéo 8.

ASCe—, = Csn/P (8)

Uma simples soma foi realizada para obtencdo da area sob a curva até o infinito, como

apresentada na equacéo 9.

ASCy_,, = ASCy_, + ASC,_., ©)

O valor da depuracéo da olanzapina foi calculado pela equacéo 10.

ClT = XO/ASCO—OO (10)

Além desta abordagem foram utilizados programas dedicados ao calculo de
parametros farmacocineticos, como o Winnolin® e o PKsolver® (ferramenta de suplemento
do Excel®). Esta ferramenta visa apresentar uma interface mais amigavel, facil e rapida para
analise de dados farmacocinéticos (ZHANG, 2010).

Em ambos os casos, iniciou-se com uma analise ndo compartimental para obtencao
dos parametros de partida para a construcdo dos modelos matematicos. De posse dos valores
iniciais para os parametros farmacocinéticos, as analises compartimentais foram realizadas
com 500 interagdes.

Para a escolha do modelo mais apropriado foi avaliado o valor do Aikake Information
Criterion (AIC) que € calculado utilizando a soma dos quadrados dos residuos, o nimero dos
parametros do modelo e 0 namero de pontos utilizados, aquele que apresentar 0 menor valor
de AIC é assumido como o melhor modelo para os dados experimentais (BOURNE, 2002).

Com a finalidade de avaliar a planilha desenvolvida no NUDFAC, seus resultados
forma comparados com aqueles obtidos utilizando os programas especificos para célculos

farmacocinéticos.
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5.2.8 Método de quantificacao da olanzapina em plasma de ratos

A quantificagdo da OLZ em plasma foi realizada utilizando um método desenvolvido e
validado por CL-EM/EM segundo normas da FDA pelo laboratério INSERM U1070 da
Universidade de Poitiers, Franca (dados ndo publicados).

5.2.8.1 Condigdes cromatogréaficas e espectrométricas

O sistema CLAE (Agilent, Waldbronn, Alemanha) consistiu em autoinjetor (G1313A),
bomba quaternaria (G1312A), degaseficador (G1322A). O espectrdmetro de massas utilizado
foi API 3000 (Applied Biosystems, New Jersy, EUA). A ionizagdo dos compostos foi
realizada a pressdo atmosférica por electrospray em modo positivo e a transicdo de massas
(modo MRM) para deteccdo da OLZ e Pl foi m/z 313,2 > 256,1 e 316,2 > 256,1
respectivamente. O software utilizado para aquisicdo e processamento dos dados foi Analyst
4.1.2 (SCIEX).

A fase movel foi composta por formiato de aménio 10 mM: acetonitrila: agua (5:75:20
v/vlv), a eluicdo foi realizada em modo isocratico no fluxo de 0,2 mL-min™. A fase
estacionaria foi coluna cromatografica Jupiter C18 50 x 2,1 mm, 5 um e pré-coluna Gemini
C18 4 x 4,0 mm (Phenomenex, Torrance, CA, USA). O forno foi mantido a temperatura
ambiente (21-23°C). O volume de injecédo foi de 10uL. Os tempos de retencdo para OLZ e PI

foram 1,06 min, sendo o tempo de analise de 3,5 min.

5.2.8.2 Solucdes padrao

As solucgdes de trabalho de OLZ e PI foram preparadas a partir de solucGes estoque (1
mg-mL™) através de solubilizago e diluicio em metanol nas concentracdes (10pg-mL™) para
OLZ e (10, 1ug-mL™ e 20 ng-mL™) para o PI. As solucBes da curva de calibracdo foram
preparadas através da fortificacdo do plasma branco com solugdes de trabalho em diferentes
concentracdes (0,25, 0,5, 1, 5, 25, 75 e 100 ng-mL™). As solucdes de CQB, CQM e CQA
foram preparadas em plasma nas concentracdes 0,5, 25 e 75 ng-mL™, respectivamente. Todas

as solucbes foram armazenadas a -80°C até sua utilizacéo.
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5.2.8.3 Preparo das amostras plasmaéticas

Foram introduzidos 100 pL de plasma em um tubo de vidro e centrifugou-se a 2500
RPM durante 10 min, em seguida, adicionou-se 50 pL de solugdo de PI (20 ng-mL™) e 2 mL
de éter etilico e homogeneizou-se por 30 seg em vortex. As amostras foram novamente
centrifugadas a 2500 RPM por 10 min. Apoés centrifugacdo, 1,8 mL da fase organica foi
transferido para um tubo de vidro e submetido a evaporacdo com N, na temperatura de 45°C.
O residuo seco foi resuspendido com 120 pL de fase movel e submetido ao vortex por 30 seg,
uma nova centrifugacdo a 2500 RPM por 10 min foi realizada e entdo, o volume foi

transferido para vial de 250 uL que foi disposto na bandeja do equipamento.

5.2.9 Microdialise cerebral

Apos a recuperacdo do animal, colocou-se a sonda de (CMA 12, 4 mm, 20kDa, cutoff)
atraves da guia canula. A entrada da sonda foi conectada através de tubos FEP a bomba de
perfusdo e a saida, a um coletor automatico. Apos este procedimento, iniciou-se o periodo de
equilibrio durante 60 min. O periodo de equilibrio serviu para adaptacdo do animal ao
ambiente do equipamento de MD e adaptacdo da sonda a regido cerebral. O experimento de
MD foi realizado com o animal acordado e em livre movimento.

Apos o tempo de equilibrio, iniciou-se a coleta de amostras para determinar 0s niveis
basais de dopamina. Manteve-se o liquido de perfusdo sob fluxo de 1 pL-min™ e realizou-se
as coletas a cada 20 min durante 120 min (totalizando 6 amostras), obtendo-se um volume de
amostra de +20 uL do dialisado (MUNARI, 2006).

Apos a coleta das amostras basais, administrou-se uma dose de OLZ de 3 mg-kg™ por
via intravenosa atraves da veia femoral esquerda (GRUBER et al., 2011; KOCH; PERRY;
BYMASTER, 2004) e iniciou-se a coleta dos dialisados a cada 20 minutos durante 360 min,
totalizando 18 amostras. As amostras de nivel basal e de dialisado foram armazenadas em

freezer -80°C até sua andlise.
5.2.10 Histologia cerebral
A histologia cerebral foi realizada para verificar se a sonda encontrava-se inserida na

regido cerebral correta. Em caso, negativo, o animal era descartado do experimento. Ao final

de cada experimento, sacrificou-se o animal e isolou-se o cérebro, que foi imerso em um
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béquer com solucédo de isopentano dentro de gelo seco para rapidamente atingir a temperatura
de -70°C e 0 mesmo foi mantido em freezer a -80°C até o momento do corte histologico.

Com o uso do criostato -20°C procedeu-se as sec¢des coronais (40 um) e fixacdo dos
cortes em laminas previamente gelatinizadas, que depois de secas, foram coradas com cresil

violeta seguindo procedimento de Nissl, apresentado na tabela 9.

Tabela 9 - Protocolo de Nissl para coloragdo com cresil violeta.

Solucéo

Tempo de imersdo

Coloracao

Cresil violeta
Agua destilada

+10 min

2 imers0es rapidas

Desidratacéo

solucéo alcdolica 70°
solucéo alcoolica 80°

Entre 30 seg e 1 min
Entre 30 seg e 1 min

solucéo alcoolica 90° 1 min

solucéo alcoolica 96° 1 min

solucéo alcoodlica 100° 2 min
Fixacao

Tolueno 10 min

As duas imersdes rapidas em agua destilada serviu para retirada do excesso de corante.
Ao fim da coloracgdo, procedeu-se a secagem das laminas e para melhor fixacdo e protecédo
dos cortes histologicos, acrescentou-se uma laminula com resina Depex. Apds completa
secagem e raspagem do excesso de resina, utilizou-se um microscopio 6tico para verificacao

do local de insercdo na sonda.

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1 Cirurgia para insercdo de cateter em veia e artéria femoral

A cirurgia de insercdo de cateter ndo apresentou maiores problemas e nas figuras 19 e

20 podem ser observadas a incisdo abdominal e a perfuracdo na regido dorsal para passagem

dos cateteres, respectivamente.
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Figura 19 - Incisdo abdominal no animal para exposi¢cdo de veia e artéria femoral e insercao

de cateter.

Figura 20 - Perfuracdo na regido dorsal para passagem dos cateteres inseridos na veia e artéria
femoral esquerda.

Fonte: Autoria prépria
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5.3.2 Cirurgia de estereotaxia para implantacdo da sonda de microdialise

Para realizacdo deste procedimento cirdrgico foi necessario um tempo maior de
aprendizagem devido a cirurgia estereotaxica ser um pouco mais delicada. Ocorreram alguns
condicdes tais como: definicdo correta das coordenadas estereotdxicas, que por serem
milimétricas, necessitava de atencdo maxima e algumas vezes foi verificado, através da
histologia, que a guia canula estava inserida com coordenadas erradas. A profundidade da
perfuracdo no cranio necessitava de sensibilidade no manuseio da broca a fim de evitar que
atingisse algum vaso cerebral, caso contréario seria necessario sacrificar o animal para evitar
uma hemorragia cerebral.

Durante o periodo de recuperacdo, também foi observado que o animal retirava a
resina dental que fechava o cranio apés insercdo da guia canula. E devido a isso o animal
necessitava ser sacrificado. Realizou-se alguns procedimentos a fim de evitar a retirada da
resina, como secagem maxima da regido 6ssea do cranio e troca de tipo de resina, mas ainda
assim o problema ndo foi solucionado. O uso de sutura poderia ser uma boa op¢do de
resolucdo do problema, no entanto, em algumas tentativas foi verificada a presenca de
hemorragia e inchaco no local.

A alternativa que permitiu resolver o problema foi realizar mais duas perfuracdes no
cranio, no lado oposto de onde a sonda era inserida, para colocacdo de parafusos, que
permitiram estabilidade extra a guia canula e a resina, assim ndo houve mais perda de animal
devido a remocéo da guia canula. As figuras 21 e 22 permitem observar alguns dos problemas

que ocorreram durante o aprendizado de técnica de cirurgia estereotaxica.
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Figura 21 - Cirurgia de estereotaxia mostrando pontos de hemorragia e perfuragdo de tamanho
inadequado para inser¢do da canula guia.

Pontos de

hemorragia

Perfuracéo em
tamanho e
profundidade
incorretos

Figura 22 - Tecido cerebral com coordenadas incorretas na insercao da canula guia.

Fonte: Autoria propria.

5.3.4 Avaliacao Farmacocinética
A avaliacdo farmacocinética foi realizada a partir de coleta das amostras sanguineas e
separagdo do plasma e foi observado que os animais permaneceram estaveis, alimentaram-se e

ingeriram agua normalmente.



84

5.3.5 Método de quantificacdo da olanzapina em plasma de ratos

O método desenvolvido para quantificacdo da olanzapina em plasma de ratos
apresentou-se linear, seletivo, preciso e exato (dados ndo publicaveis) estando de acordo com
as especificacdes preconizadas pelo FDA.

5.3.6 Farmacocinética plasmética

Os perfis de decaimento plasméatico apds administracdo por via intravenosa
proporcionam a obtencdo de diversos parametros farmacocinéticos como concentracdo
plasméatica maxima, neste caso a concentracdo inicial (Co) por ndo haver o processo de
absorcdo do farmaco, a ASC,_, que representa a quantidade total de farmaco no tempo
estudado, a ASC,_., as constantes de velocidade envolvidas nos processos cinéeticos de
distribuigdo (a) e de eliminagdo (B), além da meia-vida de cada processo, depuracao e volume
de distribuicdo (STORPIRTS et al., 2011). Os dados experimentais obtidos estdo descritos na
tabela 10.

Tabela 10 - Concentrac6es de olanzapina obtidas em plasma de rato.

Tempo de R1 R2 R3 Média DP DPR(%0)

Coleta (ng-mL™) (ng-mL?%)  (ng:mL™)  (ng-mL™)

(min)
10 593,2 420,9 262,6 425,6 165,3 38,9
30 415,1 344.,5 233,2 307,6 106,0 34,5
60 223,2 267,8 191,7 190,9 51,3 26,9
120 147,1 148,3 1115 135,6 20,9 15,4
180 116,6 119,0 70,6 102,1 27,3 26,7
300 92,6 38,1 31,9 54,2 33,4 61,6

Os valores dos parametros farmacocinéticos sdo calculados a partir da elaboragédo de
expressdes matematicas que compreendem 0s processos ocorridos apds a administracdo do
farmaco. As expressdes matematicas foram elaboradas a partir da abordagem da construcao
de modelos farmacocinéticos baseados em compartimentos (STORPIRTS et al., 2011).

De acordo com a disposicao cinética e conforme ja relatado na literatura, 0 modelo
bicompartimental (Figura 23) foi o que melhor se ajustou aos dados experimentais
(JOHNSON et al., 2011; OLSEN, BRENNUM & KREILGAARD, 2008), no entanto, Reddy
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e colaboradores (2013) afirma que a OLZ apresenta modelo monocompartimental. Para efeito
de estabelecimento do melhor modelo neste estudo o valor de AIC. Para o modelo
monocompartimental o AIC foi 57,68 e para o bicompartimental foi 42,05 segundo os dois
programas utilizados (PkSolver, Winnonlin), comprovando que o modelo com dois
compartimentos foi 0 mais apropriado.

Modelos com dois compartimentos exibem um compartimento central (sangue e
tecidos de maior perfusdo), no qual o farmaco é distribuido imediatamente apés a
administracdo e um segundo compartimento, dito periférico (outros tecidos), para o qual o
composto ativo € distribuido. Os compartimentos sdo interligados entre si e com o passar do
tempo, o equilibrio entre os tecidos é atingido, a velocidade de decaimento plasmética é
diminuida e o processo passa a ser governado unicamente pela constate de eliminacdo do
organismo (TOZER; ROWLAND, 2009).

O tempo para atingir o equilibrio entre os compartimentos (t,,) foi calculado a partir
da relacdo matematica t,, = In(a/B)/(a — B) e resultou em 1,23h. A partir deste resultado
foram selecionados os tempos 1, 2, 3 e 5h para o calculo da constante de velocidade e meia

vida de eliminagéo.

Figura 23 - Representacdo esquematica do modelo bicompartimental.

K
B — Ci V, _>12 C, V,

X |e——| x
T K21
l Kio

Onde Kj; é a constante de velocidade de distribuicdo do compartimento central (1) para o

periférico (2) e ko1, 0 inverso. Ky € a constante de eliminagdo do compartimento central. Cy,
V1, X1 e Cp, V2 & X, sd0 concentracdo, volume e quantidade no compartimento 1 e no

compartimento 2, respectivamente. Fonte: Autoria propria.

A Figura 24 mostra o decaimento plasmatico médio (n=3). Os dados encontrados foram de

acordo com relatado na literatura para OLZ em ratos na dose de 3 mg.kg™.
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Figura 24 - Perfil farmacocinético da olanzapina em ratos ap6s administracdo intravenosa de
dose 3 mg.kg™
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O método de residuos evidenciou a reta extrapolada para a fase de distribuicdo e 0s
residuos foram calculados gerando uma nova reta de acordo com a Figura 25. A equacéo
representativa da fase de eliminagdo foi C = 258,0 x e~%312%t onde 0,312 corresponde a
constante de velocidade de eliminacao (B) e 258,0 ¢ o ponto de intersecdo com o eixo das
ordenadas (B). Apo0s isso, a variavel t foi substituida pelos tempos experimentais iniciais
0,166 e 0,5 e os valores extrapolados 180,4 e 86,7 foram respectivamente encontrados (L1 na
Figura 25). Esses resultados foram subtraidos dos valores determinados experimentalmente
gerando o gréafico dos residuos (A na Figura 25) que teve como equagio C=259,6x ¢ 219,
onde 2,190 ¢ a constante de velocidade de eliminagdo (a) € 259,6 é o ponto de intersecdo com

0 eixo das ordenadas (A), correspondente a concentracdo inicial no tempo Oh (Coy). A
depuracdo encontrada no estudo foi de 1,39 L/h.
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Figura 25 - Representacdo grafica do logaritmo das concentracBes plasmaéticas, das

concentragdes extrapoladas ([1) e dos residuos (A).
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Os resultados obtidos com a aplicagdo do PKsolver mostraram parametros
farmacocinéticos aproximados aqueles obtidos pelo método dos residuos. A tabela 11 mostra
0s resultados das concentragfes experimentais bem como das previstas pelo modelo e as

figuras 26, 27 e 28 mostram as representacdes graficas destes dados.

Tabela 11 - Dados experimentais e previstos pelo modelo farmacocinético em plasma de ratos
(n=3).

Time Concentracdo Ln(Conc) Concentracdo Residuos Ponderacéo

(h) Experimental Prevista
(ng-mL™) (ng-mL™)
0,166 425,6 6,053 428,2 -2,6
0,5 307,6 5,729 298,4 9,2
1 190,9 5,252 202,8 -11,9

2 135,6 4,910 130,7 4,9
3 102,1 4,626 98,0 4,1
5 54,2 3,993 58,5 -4,3

e e = e
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Figura 26 - Perfil farmacocinético da olanzapina em ratos ap6s administracdo intravenosa de

dose 3 mg.kg™ utilizando o PKsolver.
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Figura 27 - Representacéo grafica do logaritmo das concentracdes plasmaticas.
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A tabela 12 mostra um resumo dos parametros farmacocinéticos obtidos pelos dois
metodos de calculo. Comprovando que as duas ferramentas geraram resultados considerados
préximos.

Tabela 12 - Comparacdo dos valores dos pardmetros farmacocinéticos utilizando as
ferramentas estatisticas Excel e Pksolver.

Parametro Unidade Valores Pksolver Valores Planilha
k10 1/h 0,543 NC
k12 1/h 0,806 NC
k21 1/h 0,968 NC

a 1/h 2,063 2,190

B 1/h 0,255 0,312
t1/20 h 0.336 0,32
t1/2p h 2,719 2,22
Co ng/mL 529,839 517,4

A ng/mL 320,78 259,64

B ng/mL 209,06 258,20
V1 mL 0,002 NC
CL L/h 1,086 1,39
V2 mL 0,002 NC
CL2 L/h 1,613 NC

ASC 0-t ng/mL*h 746,39 763,71

ASC 0-inf ng/mL*h 975,68 946,12
ASCy_,/ASCy_., % 76,50 80,72

*NC- ndo calculado

5.3.7 Microdialise cerebral

Apos definicdo das melhores técnicas para a cirurgia de estereotaxia, um grupo de seis
animais foi separado para iniciar o experimento completo (microdialise cerebral e avaliacéo
farmacocinética). Deste grupo, apenas trés animais foram considerados. A perda dos animais
deveu-se a problemas como: o animal ndo resistiu durante a cirurgia ou durante o periodo de
recuperacdo, verificacdo de inser¢do da sonda em local incorreto e mal funcionamento da

sonda. Entdo, o indice de aproveitamento animal foi de 50%.
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Na MD cerebral observou-se que os animais alimentaram-se e ingeriram &agua
normalmente e estavam apenas um pouco sonolentos, no entanto, isto deve ser considerado
normal, apos a administracdo da OLZ. A figura 29 representa o experimento de microdialise.

Figura 29 - Experimento de microdialise

Fonte: Autoria propria

5.3.8 Histologia cerebral

A histologia cerebral seguiu protocolo de Nissl para coloracdo com cresil violeta e as
seccOes coronais foram dispostas em numero de 6 a 8 por lamina microscépica, com
verificacdo do local de insercdo da sonda em microscopio Optico. Realizou-se uma
comparagdo com o atlas de Watson e Paxinos para confirmacao do local de inserc¢éo da sonda.
Dos animais que foram submetidos a microdialise, apenas um foi descartado por insercédo de
sonda em local incorreto. As figuras 30, 31 e 32 mostram o0 procedimento de seccdo coronal
no criostato, as laminas com os cortes histologicos e fotografia da lamina em microscopio

optico, respectivamente.



Figura 30 - Procedimento de secgéo coronal.

Figura 31 - Cortes histologicos cerebrais sem coloracao.
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Figura 32 - Fotografias de uma lamina em microscépio 6tico. A porcao alaranjada mostra o

local de insercéo da sonda.

Fonte: Autoria propria.

5.4 CONCLUSOES

Ensaios farmacocinéticos pre-clinicos tém grande importancia no desenvolvimento de
novos farmacos e no entendimento da terapéutica de farmacos ja comercializados. Para o
melhor entendimento dos processos cinéticos, o estudo da concentracdo destas moléculas nos
tecidos alvo ajuda na compreensédo dos efeitos farmacologicos e toxicoldgicos de tratamentos,
além de possibilitar a racionalizacdo de doses e posologia.

Tratando-se de distarbios associados ao sistema nervoso central, o aspecto técnico
envolvido no acesso ao tecido cerebral para insercdo de sonda € uma etapa decisiva para o
sucesso do experimento.

Este trabalho proporcionou o desenvolvimento de habilidade em cirurgia estereotaxica
bem como a caracterizacdo da cinética de decaimento plasmatico da olanzapina e modelagem
farmacocinética com modelo bicompartimental e definicdo de pardmetros farmacocinéticos

que corroboram com dados ja publicados na literatura.
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6 DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODO PARA QUANTIFICACAO
DE OLANZAPINA EM PLASMA HUMANO POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA
ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS E APLICACAO EM ESTUDO
FARMACOCINETICO

Apéndice A - Artigo publicado em 03/2015.
Revista “Clinical Experimental Pharmacology and Phisiology”
Fator de impacto: 2,372

6.1 INTRODUCAO

Olanzapina (OLZ), ou 2-metil-4-(4-metil-1-piperazinil)-10H-tieno benzodiazepina
(férmula molecular Ci17H20N4S), com estrutura tienobenzodiazepinil e peso molecular de
312,44 Da (ELSHAFEEY; ELSHERBINY; FATHALLAH , 2009), € uma droga antipsicética
com estrutura quimica e propriedades terapéuticas que sdo bastante similares aquelas da
clozapina (FULTON; GOA, 1997). OLZ exibe eficacia terapéutica para sintomas positivos
(alucinacbes e delirios) e negativos (pobreza de discurso e isolamento social) da esquizofrenia
(BEASLEY et al., 1996; GERLACH; PEACOCK, 1995; MCCORMACK; WISEMAN, 2004;
STAHL, 1999), enquanto que a primeira geracdo de drogas antipsicoticas (ex. fenotiazinas e
butirofenonas) é apenas efetiva em tratamento dos sintomas positivos desta doenca (RAGGI
et al., 2001).

Recentemente, a FDA também aprovou o uso da OLZ para tratamento de mania aguda
(NIROGI et al., 2006). Esta comercialmente disponivel em doses que variam de 2 a 20 mg,
apresentando-se na forma de comprimido oral revestido (Zyprexa®), comprimido
orodispersivel (Zyprexa Zydis®) e injetavel (Zyprexa IM®) da (Eli Lilly, Indiandpolis, IN,
USA) (FDA, 2014).

Inimeras publicacdes sobre determinacdo de OLZ em fluidos biologicos estdo
disponiveis na literatura. VVarios desses métodos empregados foram baseados no uso de CLAE
com deteccdo ultravioleta ou eletroquimica (ARAVAGIRI et al., 1997; BAO; POTTS, 2001,
BERGERMANN et al., 2004; BOULTON; MARKOWITZ; DEVANE, 2001; CATLOW et
al, 1995; DUSCI et al., 2002; KASPER et al., 1999; LLORCA et al., 2001; OLENSEN;
POULSEN; LINNET, 2001; TITIER et al., 2003). No entanto, a deficiéncia presente nesses

métodos é o limite de quantificacdo e a especificidade.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Elsherbiny%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19393850
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fathallah%20MM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19393850
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=McCormack%20PL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15537371
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wiseman%20LR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15537371
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O advento da fonte de ionizagcdo a pressdo atmosférica (API) foi um avanco que
permitiu que a CLAE fosse acoplada a espectrometria de massas (EM), permitindo, assim, o
desenvolvimento de técnicas mais sensiveis (XU et al., 2007). A aplicabilidade de CL-
EM/EM tem sido demonstrada em uma ampla variedade de aplica¢cGes na bioanalitica, como
por exemplo, a quantificacdo de OLZ (BERNA et al., 2002; BOGUSZ et al., 1999; CHIN;
ZHANG; KARNES, 2004; GOPINATH et al., 2012; JOSEFSSON et al., 2010; KRATZSCH
et al., 2003; KOLLROSER; SCHOBER, 2002; NIELSEN; JOHANSEN, 2009; PATEL et al.,
2012; URDIGERE; BESAGARAHALLY; BASAVAIAH, 2012; ZHOU et al., 2004).

No presente estudo foi realizada uma revisdo e comparacao de métodos publicados de
quantificacdo da OLZ em plasma humano (Tabela 13). Além do desenvolvimento de um
rapido e sensivel método usando a técnica simples de extracdo liquido-liquido (ELL) em
combinagdo com analises em CL-EM/EM e entdo, aplicado para um estudo farmacocinético
de OLZ em participantes da pesquisa sadios.

Tabela 13 - Comparacgédo de métodos publicados para quantificacdo da olanzapina.
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Droga Matriz Preparo da | Separagéo Deteccédo Corrida Faixa de | Referéncia
amostra (OLZ) analitica (min) Linearidade (Ano de
(OLZ) publicacéo)
oLz Soro EFS (LC-APCI-MS) APCI-MS/MS 7 1-1000 ug-L™ Bogusz et al.,
humano Fase estacionaria: Superspher RP 18 (E.Merck) - (3 x 125 | m/z 313 >256 1999.
mm, 4 um)
Fase movel: Isocratico (25:75 v/v)
A - acetonitrila
B - Formato de amdnio 50 mM (pH 3,0)
OLz, DCLZ, | Plasma EFS HPLC/ESI-MS/MS ESI-MS/MS 6 5-300 pg-L" Kollroser &
CLz Humano Fase estacionaria: Symmetry C18 (Waters) - (3 x 150 mm, 5 | m/z 313>256 Schaber, 2002.
pum) com pré coluna (3,9 X 20 mm, 5 pm)
Fase Mdvel: Isocratico (20:80 v/v)
A - acetonitrila
B - &cido férmico 0,1%
oLz Sangue ELL LC-MS/MS ESI-MS/MS 8 5-500 ng-mL™ Berna et al,
Humano Fase estacionaria: MetaChem Monochrom (Varian) - (4,6 x | m/z 313.4 1/x2 2002.
150 mm, 5 pm) >256.2
Fase Movel: Gradiente (min/%B): 0,0/20; 0,1/20; 0,2/45;
5,0/70; 6,0/85; 6,1/20; 9,0/20.
A - acetato de aménio 10 mM
B - metanol: isopropanol: 4gua (15:4:1 v/v/v)
oLz Plasma ELL LC-ESI-MS ESI-MS <5 0,1-200 pg-L* Gervasini et
Humano Fase estacionaria: Hypersil BDS CI8 (Thermo Scientific) - (3 | m/z 313 > 256 al., 2003.

X 125 mm, 3 pm)

Fase Movel: Isocréatico (78:22 viv)
A - 4cido férmico (1g-L™)

B — acetonitrila
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OLZ e DES Plasma EFS LC-MS/MS ESI-MS/MS 8 0,05 - 50 ng-mL™ Chin;  Zhang;
Humano Fase estacionéria: Luna fenil-hexil (Phenomenex) - (2 x 50 | m/z 3129 > Karnes, 2004

mm, 5um) 256,0

Fase Mdvel: Isocratico - (98:2 v/v)

A - acetonitrila - acetato de amdnio (20 mM) (52:48 v/v)

B - &cido férmico - acetonitrila (0,1:100 v/v)
OLz, CLZzZ, | Plasma ELL LC-ESI-MS. ESI-MS 10 1-50 ng-mLT Zhou et al.,
RIP, QTP Humano Fase estacionaria: Nucleosil® C18 (Macherey-Nagel) - (2,0 x | m/z - 313 1/x2 2004.

125 mm, 3 pum)

Fase Mdvel: Isocratico (53:47)

A - 4gua (4cido férmico: 2,70 mM, acetato de amdnio:10

mM)

B - acetonitrila
OLZ e outros | Plasma EFS LC-APCI-MS APCI-MS 8,2 0,005-0.125 mg-L" | Kratzsch et al.,
14 Humano Fase estacionaria: LiChroCART C18 - (Merck) - (2 x 125 | m/z - 313 2006.
neurolépticos mm) com  Superspher 60 RP Select B e pré coluna

LiChroCART 10 - 2 Superspher 60 RP Select B

Fase movel: Gradiente (min/%B): 0/40; 5,5/90; 8/40; 9,5-

10/40.

A - formato de amdnio 5 mM (pH 3)

B - acetonitrila
oLz Plasma ELL LC-ESI-MS/MS ESI-MS/MS 2 0,1-30ng-mL* Nigori et al.,

Humano Fase estaciondria: Inertsil® ODS - (GL Sciences) - (3,0 x100 | m/z 313,4>256,4 2006.

mm, 3,0 pm)

Fase Movel: Isocréatico (10:90)
A - acetato de aménio 10mM
B - acetonitrila
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oLz

Sangue

Humano

PPT

LC-MS/MS

Fase estacionaria: Zorbax Extend - C18 - (Agilent) - (2,1 x 50
mm, Sum).

Fase movel: Gradiente (min/%B): 0/3; 10/80; 8/40; 9,5-10/
40.

A- hidroxido de aménio 5 mM (pH 9.0) e acetonitrila95:5
(Viv)

B - acetonitrila

ESI-MS/MS
m/z 313>256

15

0,05-0,5 mg-Kg™
1/x

Nielsen;
Johansen,
20009.

oLz

Plasma

Humano

EFS

LC-MS/MS

Fase estacionaria: ACE 5 C18-300 - (ACE) - (4,6 x100 mm, 5
Hm)

Fase movel: Isocratico (85:15 v/v)

A - acetonitrila

B - formato de aménio 2 mM com 0,01% de amonia

ESI-MS/MS
m/z 313,2
>256,2

3,5

0,1-40ng-mLT
1/x?

Patel et al.,
2012.

oLz

Urina
Humana

EFS

LC-MS/MS

Fase estaciondria: Symmetry C18 - (Waters) - (4,6 x 50 mm,
3,5 um)

Fase Movel: Isocrético (10:90 v/v)

A - acetato de aménio (pH =7,8)

B - acetonitrila

ESI-MS/MS
m/z 313,5>256,3

1-100 ng-mL™

Urdigere;
Besagarahally;
Basavaiah,
2012)

OLZ e FXT

Plasma
Humano

EFS

LC-MS/MS

Fase estacionaria: Hypersil Gold C18 - (Thermo Scientific) -
(4,6 x 50 mm, 5 pm)

Fase Movel: Isocrético (10:90 v/v)

A - acetato de aménio 2 mM

B - metanol

ESI-MS/MS
m/z 313>256

0,1-20ng-mL*

Bonde et al.,
2014.

(DCLZ -

N-desmetil

clozapina,

CLZ - clozapina, DES - desmetil

olanzapina,

RIP -

risperidona,

QTP-

quetiapina, FXT

fluoxetina)
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6.2 MATERIAL E METODOS
6.2.1 Substancias quimicas

A substancia quimica de referéncia da OLZ foi adquirida da United States
Pharmacopeial Convention (Rockville, MD, USA) e a venlafaxina, utilizada como Pl foi
obtida da European Pharmacopoeia (Strasbourg, France). Acido formico, metil terc-butil éter
(MTBE) e acetonitrila (J.T.Baker, Phillipsburg, NJ, USA), todos com grau CLAE. A H,0 foi
purificada com sistema MilliQ® (Millipore, Molsheim, France). Amostras de plasma humano
foram obtidas a partir de seis diferentes e saudaveis participantes da pesquisa e usadas
separadamente para analise da especificidade e para formar um pool destinado a preparacao
de amostras de padrdes de calibracdo e controles de qualidade.

6.2.2 Equipamentos

Secador de amostras dri-block® (Techne DBO03, Stafforshire, UK) e centrifuga
refrigerada Jouan M23i (St. Herblain, France) utilizados na etapa de extracdo das amostras,
agitador de tubos AP59 (Phoenix, Araraquara, Brasil) utilizado para homogeneizacdo das
amostras e freezer a -80°C da REVCO (Asheville, NC, USA) para armazenamento das
amostras até as analises.

O cromatografo liquido de alta eficiéncia consiste no sistema LC 10ADvp HPLC,
equipado com duas bombas (LC-10AD VP), autoinjetor (SIL-10AD VP), sistema controlador
(SCL-10A VP), forno (CTO-10A VP) e degaseificador (DGU-14A) da Shimadzu (Kyoto,
Japan). A deteccdo de massas foi realizada com o espectrdmetro de massas Quattro LC
system e o controle do instrumento, aquisicéo, integracdo e calculos foram realizados usando
o software Masslinx® 4.1 (Micromass, Milford, MA, USA).

6.2.3 Método de quantificacdo da olanzapina em plasma humano
6.2.3.1 Condic¢bes cromatograficas
As condicbes cromatograficas, incluindo composicdo da fase moével, fluxo, fase

estacionaria e volume de injecdo, foram otimizadas. Para a fase modvel, os solventes

organicos, acetonitrila e metanol, foram avaliados (variando de 10 a 80%) em H,0, além de
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acetato de amoénio e diferentes tampdes de formato de amdnio (variando de 2 a 10 mM). O
acido formico adicionado para aumentar a ionizacdo foi avaliado nas concentracGes de 0,05 a
0,5%. O fluxo da fase movel foi avaliado de 0,4 a 1,2 mL-min™. Diferentes colunas
cromatogréficas analiticas foram avaliadas variando-se a fase estacionaria (C8 e C18) e
comprimento (50-150 mm), todas com didmetro interno de 4,6 mm e tamanho de particula de
5 pum. O volume de injegéo foi avaliado no intervalo de 2 a 30 pL. O objetivo da otimizagdo
foi obter a separacdo da OLZ e do Pl com boa simetria do pico (entre 0,9 e 1,2) e menor

tempo de anélise e sem interferentes oriundos da matriz biologica.

6.2.3.2 Condigdes espectrométricas

Apos determinacdo das condi¢cdes cromatograficas, a ionizacdo da fonte foi otimizada
atraves dos ajustes da temperatura de desolvatacdo do gas, da disténcia entre o capilar e o
cone de extracdo, do fluxo de gas entre outros pardmetros envolvidos no processo de
ionizagé&o.

Para otimizacdo do MRM avaliou-se a influéncia da velocidade de transmissao os ions
pelos quadrupolos bem como a energia de colisdo empregada para a fragmentacdo do ion
precursor (OLZ).

Os parametros de ionizacdo e de MRM foram ajustados para maximizar o sinal e

minimizar o ruido, aumentando a relacdo sinal/ruido e conferindo maior sensibilidade.

6.2.3.3 Preparo de solucGes de trabalho e padrdes de controle de qualidade

SolucBes de trabalho de OLZ e PI foram preparadas a partir de solucGes estoque (1
mg-mL™) através de solubilizacio e diluicdo em acetonitrila nas concentracdes (10, 15, 30,
60, 90, 100, 130, 160, 180 e 200 ng-mL™) para OLZ e 1000 ng-mL™ para PI. As solucdes
estoque e de trabalho foram armazenadas a 4°C até sua utilizacéo.

As solucdes da curva de calibracdo da OLZ foram preparadas através da fortificacdo
do plasma humano branco com soluc@es de trabalho em oito niveis de concentracées (1, 1,5,
3, 6, 10, 13, 16 e 20 ng-mL™) obtidos usando o mesmo fator de diluicdo. As solucdes de
CQB, CQM e CQA foram preparadas em plasma humano nas concentragdes 3, 9 e 18 ng-mL"
! respectivamente. E para o estudo de infusdo, durante a otimizacdo da EM, a solucio foi

preparada na concentragdo 200 ng-mL™ em &gua:acetonitrila (1:1 v/v).
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6.2.3.4 Preparo das amostras

Para o processo de extracdo, diferentes volumes de plasma foram submetidos a
diferentes solventes, tempos de agitacdo e de centrifugacdo. Os volumes de plasma variaram
entre 250, 400 e 500 pL, os solventes testados foram diclorometano, cloroférmio e MTBE, os
tempos de agitacdo testados foram 30seg e 1 min e o tempo de centrifugacdo também variou
de 1, 2 e 5 min.

6.2.3.5 Validacdo do Método

A validacdo do método serve para fornecer confiabilidade aos resultados e que as
variacOes analiticas sejam mantidas dentro de limites preestabelecidos por determinados
critérios que dependem da finalidade de analise, dos sistemas analiticos e dos estudos
estatisticos. Todas as analises foram realizadas em conformidade com os requisitos atuais da
ANVISA e FDA, descritos nas orientacfes para validacdo de métodos bioanalitico (BRASIL,
2012; FDA, 2011a).

6.2.3.5.1 Seletividade

A seletividade é um parametro para garantir que a quantificacdo do analito ndo sofra
interferéncias da presenca de metabolitos, produtos de degradacdo ou compostos enddgenos.
Foi avaliada através da comparacdo de amostras de plasma branco (amostra ndo fortificada),
incluindo plasma lipémico, plasma hemolisado e plasma adicionado do anticoagulante acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA), utilizado no estudo de bioequivaléncia e amostras de
plasma branco acrescido do Pl para demonstrar a auséncia de interferentes em cada ensaio. As
respostas de picos interferentes proximo ao tempo de retencdo do analito devem ser inferiores
a 20% (vinte por cento) da resposta do analito nas amostras do Limite inferior de
quantificacdo (LIQ). E inferiores a 5 % (cinco por cento) da resposta do Pl. Assim, qualquer
amostra branco que apresentar interferéncia significativa no tempo de retencdo do farmaco,

metabolito ou padréo interno deve ser rejeitada (BRASIL 2012).
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6.2.3.5.2 Efeito matriz, Recuperacao e Eficiéncia de processo.

O efeito matriz diz respeito a verificacdo de substancias inerentes a matriz biolégica
que coeluem com o analito, afetando a deteccdo dos mesmos, ja que compromete sua
eficiéncia de ionizagcdo (MOREIRA, 2014).

O ensaio de recuperacdo comumente utilizado para validacdo de processos
bioanaliticos esta relacionado com a exatiddo, pois diz respeito a quantidade de analito que é
recuperado no processo de extracdo, em relacdo a quantidade real na amostra. Consiste na
fortificacdo da amostra, com diferentes concentragdes do analito em solucdo e essa
concentracdo do analito é determinada experimentalmente (MOREIRA, 2014).

O experimento para avaliar efeito matriz, recuperacéo e eficiéncia de processo (EM,
REC e EP) foi determinado usando trés amostras de CQ da OLZ (CQB, CQM e CQA). O
primeiro lote foi preparado em acetonitrila: agua (1:1 v/v) (A), o segundo lote consistiu na
extracdo de plasma e posterior fortificagcdo com OLZ (1:1 v/v) (B) e o terceiro lote foi de
amostras de extracdo de plasma fortificado com OLZ (C). A resposta da area do pico média (n

= 6) foi utilizada para calcular EM, REC e EP. As equacdes estdo a seguir:

EM(%) = (§ X 100) (11)
REC (%) = (g X 100) (12)
EP(%) = (% X 100) (13)

Onde: A, B e C se referem ao preparo da amostra acima citado (MATUSZEWSKI;
CONSTANZER; CHAVEZ-ENG, 2003).

6.2.3.5.3 Linearidade

A curva de calibracdo ou linearidade estabelece uma relacdo matematica entre a
resposta do instrumento (&rea/altura da banda cromatogréafica) e a concentracdo do analito.
Isto indica a capacidade do método de gerar resultados que sejam linearmente proporcionais a
concentracdo do analito, dentro de uma faixa analitica especifica (BRASIL, 2012; FDA,
2011a).

A linearidade pode ser avaliada através da ANOVA, demonstrada através de uma
equacdo de reta, cujo coeficiente de correlacdo do grafico analitico deve ser >0,98 e a

inclinagdo da reta deve ser diferente de zero. Os critérios para aceitagdo da curva de


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Matuszewski%20BK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12964746
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Matuszewski%20BK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12964746
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calibragdo seguem normas estabelecidas por guias de validagdo publicados por agéncias
reguladoras oficiais. A curva deve possuir, no minimo, 75% dos padrdes de calibragdo
aprovados com desvio padrdo relativo (DPR) <15% com relagdo a concentracdo nominal do
LIQ e <20% com relacdo aos outros padrdes.

A linearidade foi avaliada usando trés diferentes curvas de calibragdo e o coeficiente
de determinacdo (R?) foi calculado, juntamente, com a precisio e exatiddo de cada nivel de
concentragdo da curva de calibragéo.

6.3.2.5.4 Precisao e Exatidao

A precisdo e a exatiddo sdo capazes de indicar os erros de um método bioanalitico,
sendo os critérios utilizados para identificar a qualidade e confiabilidade de determinado
procedimento para um determinado objetivo de analise (BRASIL, 2012; FDA, 2011a).

A precisdo é o parametro que avalia a proximidade de resultado entre as varias
medidas independentes efetuadas numa amostra homogénea. Para analise de amostras
biologicas, ndo se admite valores de DPR ou coeficiente de varia¢do (CV%) superiores a 15%
e para o LIQ, ndo mais que 20%.

A exatiddo é definida como a concordancia entre os resultados obtidos pelo método e
os valores nominais das amostras, aceitos como referéncia. Para analise de amostras
biologicas, também ndo se admite valores de Erro Padrdo Relativo (EPR) fora da faixa de +
15% para o0s valores nominais das amostras e ndo mais que 20% para o LIQ.

Para precisdo (DPR) e exatiddo (EPR), trés amostras de CQB, CQM e CQA foram
preparadas, com cinco réplicas cada, analisadas no mesmo dia (preciséo e exatiddo intradia,

n=5) e em trés dias consecutivos (precisdo e exatidao interdia, n=15).
6.2.3.5.5 Estabilidade das amostras

A estabilidade das amostras foi realizada para garantir que o analito permaneca estavel
sobre diferentes condicdes de preparo, analise e estocagem de amostras. Foram avaliadas as
estabilidades das solucbes na matriz biologica frente a ciclos de congelamento e
descongelamento, das amostras processadas e a estabilidade de curta e longa duracdo, além
das solugdes estoque e de trabalho.

A estabilidade das amostras em solucdo e em plasma durante a validacdo do método

foi avaliada em duas concentracdes (CQB e CQA, 3 e 18 ng-mL™, respectivamente),
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submetidas a diferentes condigdes. A concentracdo de OLZ foi comparada com aquela obtida
a partir de amostras recém-preparadas, indicando o percentual de degradacao.

A estabilidade em solucéo foi avaliada a partir de solugdes estoque de OLZ mantidas
por 6 h a temperatura ambiente (21-23°C) e apds 5 dias a 4°C.

Em funcdo da necessidade de injecbes ou reinjecfes de amostras extraidas e
organizadas no autoinjetor apés um longo tempo, a estabilidade no autoinjetor a 4°C foi
avaliada no periodo de 8 horas.

Amostras ndo extraidas foram mantidas a temperatura ambiente (21-23°C) (curta
duracdo) sobre a bancada de trabalho durante um tempo superior ao tempo maximo esperado
para a preparacéo de amostras de rotina (6 h).

A estabilidade de longa duracdo em temperatura de armazenamento de -70 °C também
foi estudada com amostras de CQB e CQA e foi monitorada durante a validacdo e durante o
periodo de armazenamento das amostras do estudo de bioequivaléncia. O periodo total de
armazenamento foi de 56 dias.

Para a avaliacdo da estabilidade frente a ciclos de congelamento e descongelamento
amostras de CQB e CQA foram submetidas a trés ciclos de gelo e degelo, cada ciclo consistiu
em remover as amostras do freezer (-80 °C) e deixar em repouso por 3 h a temperatura
ambiente e, apos esse periodo, recongelar a -80 °C.

Todas as amostras descritas foram comparadas com concentracbes nominais e
amostras de OLZ recém-preparadas de mesma concentragdo, possibilitando expressar 0s
resultados como porcentagem de degradacdo. A temperatura e duracdo dos testes foram
escolhidas com base nas condi¢bes do laboratorio analitico e desenho do estudo
farmacocinético.

Segundo a resolucdo n°27 da ANVISA, a estabilidade é demonstrada quando ndo se
observar EPR superior a 15% da média das concentracfes obtidas com relacdo ao valor
nominal. No entanto, em algumas literaturas ndo ha um critério exato de aceitacdo dos estudos
de estabilidade em solucéo, apenas se define que a estabilidade aceitavel deve apresentar uma
degradacdo minima (CASSIANO et al., 2009).
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6.2.4 Estudo clinico

6.2.4.1 Selecdo dos participantes da pesquisa

O total de 28 participantes de pesquisa saudaveis, homens, de nacionalidade brasileira,
com idade entre 18 e 45 anos foram incluidos no estudo com base no historico médico,
exames fisicos, eletrocardiograma e exames laboratoriais (glicose sanguinea, uréia, creatinina,
TGO, TGP, fosfatase alcalina, g-GT, bilirrubina total, albumina e proteinas totais,
triglicérides, colesterol total, acido Udrico, hemoglobina, hematdcrito, contagem total e
diferencial de células brancas, exame de urina) realizados antes do inicio do estudo e na sua
concluséo. E os critérios de inclusdo e exclusdo foram:

Critérios de inclusédo

v" Sexo masculino;
Idade entre 18 e 45 anos;
Peso acima de 70 Kkg;

Relacdo peso altura dentro do peso ideal + 10%;

D N N NN

Pressdo sanguinea sistolitica entre 110 e 120 mmHg e diastolitica entre 70 e 80
mmHg;

Exames hematoldgicos dentro das especificagdes;

Exames bioquimicos da funcéo hepatica e funcéo renal dentro da normalidade;

Eletrocardiograma e parecer de cardiologista, atestando normalidade;

S X X

Exames de HIV e hepatites B e C negativos

Critérios de excluséo

v Valores anormais nos exames fisicos, electrocardiograma ou laboratoriais;
Uso abusivo de alcool e outras drogas;

Fumante;

Estar fazendo uso de medicamento;

Histdrico de doencas;

Alergia ao farmaco ou historia de alergia a medicamentos;

AN NN N NN

Néao atendimento aos critérios de inclusdo.
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Os participantes da pesquisa foram instruidos a abster-se de qualquer medicacdo, uma
semana antes e durante o estudo. Todos os participantes da pesquisa assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido aprovado pelo Comité de ética da Universidade Federal de
Pernambuco (CAAE — 0224.0.172.000-09).

6.2.4.2 Desenho do estudo

O estudo foi aberto, randomizado, cruzado 2x2, com dose Unica oral de OLZ (10 mg)
comprimido (Cristalia, SP, Brasil) (produto teste) e comprimido revestido ZYPREXA® (Eli
Lilly, IN, USA) (produto referéncia) para avaliar a biodisponibilidade relativa oral dos
produtos. Os participantes da pesquisa foram internados por um periodo de 36 h e distribuidos
em grupos A e B. Durante o primeiro periodo do estudo, o grupo A recebeu a dose Unica
(10mg) do produto referéncia, enquanto o grupo B recebeu a dose unica do produto teste, de
acordo com o cronograma de randomizacdo. No segundo periodo do estudo, a ordem dos
grupos foi invertida.

Considerando t;;, maximo encontrado na literatura (GOODMAN; GILMAN, 2004) de
44,4 h, utilizou-se um periodo de washout de 21 dias (504 h), que corresponde a 11,35 vezes a
t1» do farmaco. Este tempo de washout é superior ao recomendado na Resolu¢do RE n° 1170,
de 19 de abril de 2006.

As doses foram administradas pela manhd com 300 mL de agua ap6s 10h de periodo
de jejum. Nenhuma alimentacdo foi permitida durante 3h e 15 min apds ingestdo da dose. Os
participantes da pesquisa receberam alimentacdo padronizada: almoco, lanche e jantar 3 h e
15 min, 8 h e 12 h, respectivamente, apds administracdo da dose de cada grupo. Os
participantes da pesquisa ndo ingeriram alcool ou comida e bebida contendo cafeina ou
xantina durante o estudo. A dieta dos participantes da pesquisa foi estabelecida com
supervisdo de uma nutricionista e definida de modo a ndo interferir com a andlise e a
farmacocinética do medicamento estudado, como estabelecido no protocolo do estudo. A
dieta obedeceu a um padrdo Unico para os dois periodos do estudo.

O cronograma de coleta deve garantir a caracterizacdo do perfil farmacocinético do
farmaco, sendo necessario assegurar uma eficiente determinacdo da Cpzax através das coletas
de amostras que estejam proximas a regido do intervalo de tempo previsto para a ocorréncia
do Tmax. E @ ANVISA determina que a coleta das amostras contemple um tempo igual ou

superior a 3-5 vezes a meia-vida de eliminacdo do farmaco ou do metabodlito, portanto deve
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haver coletas de amostras na fase de eliminacdo, o que diz respeito aos Ultimos pontos de
coleta.

O farmaco que apresenta meia-vida de eliminacdo superior a 24 horas pode ter
cronograma de coleta de amostras de até 72 horas, para obtencdo dos parametros
farmacocinéticos de Cnsx € ASC, que sdo objetivos do estudo de bioequivaléncia e ainda
permite que o nimero de coleta de amostras dos participantes da pesquisa seja menor.

Amostras de sangue venoso (8 mL) foram coletadas antes da administracdo da dose e
0,5;1;2;3;4;45;5;55;6;6,5,7;7,5; 8;9; 10; 12; 18; 24; 48 e 72 h apds a dose através de
cateter heparinizado introduzido em veia superficial do antebraco do voluntério. Depois de
cada coleta de sangue, o cateter foi heparinizado com 1 mL de solugdo heparina sodica 50
Ul/mL em soro fisiologico estéril 500 mL (Blausiegel Ind. E Com. Ltda., Cotia, Brasil). Em
seguida, as amostras foram imediatamente transferidas para tubos contendo EDTA (ZhelJiang
GongDong Medical Technology Company, Ltd., Taizhou, Zhejiang, China) submetidas a
centrifugacdo a 3000 RPM por 5 min para obtencdo das amostras de plasma, que foram
estocadas em tubo criogénico de polipropileno a -80°C até analise.

6.2.4.3 Farmacocinética e analises estatisticas

Os parametros farmacocinéticos da OLZ determinados para 0s produtos teste e
referéncia foram: Cpax, Tmaxyz ASCoi € ASCo., tip € Kg calculados por analise
ndocompartimental usando software WinNonlin® versdo 5.2.1 (Pharsight Corporation,
Sunnyvale, CA, USA).

Cmax € Tmax foram obtidos diretamente da curva concentracdo x tempo. A ASCy foi
estimada por integracao, utilizando a regra dos trapezoides, a partir do tempo zero até a ultima
concentracdo medida no tempo t. K¢ foi calculada aplicando a analise de regressédo log-linear
para, pelo menos, as trés Ultimas concentracdes mensuraveis de OLZ. A ty;, foi calculada
como 0,693/K¢ e ASCy., foi calculada como ASCy. + Ct/Ke;, onde Ct é a Gltima concentracao
de OLZ mensuravel.

ANOVA foi realizada transformando, logaritmicamente, os valores dos parametros
farmacocinéticos (Cmax, ASCo: € ASCo). O modelo ANOVA incluiu a sequéncia,
formulacéo e periodo como efeitos fixos, enquanto os sujeitos dispostos em sequencia foram
modelados como efeito aleatorio. Estes efeitos foram testados com nivel de 5% de
significancia (CHOW; LIU, 2001).
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A bioequivaléncia entre os produtos foi determinada através do célculo dos intervalos
de confianca (IC) 90% para a razdo dos valores de Cnsx € ASCoy. dos produtos teste e
referéncia, usando dados transformados logaritmicamente. Os produtos seriam considerados
bioequivalentes se 0 IC 90% para Cnax € ASCy. estivesse entre 80-125%, como previamente
definido pelo FDA e pela ANVISA. (BRASIL, 2006; FDA, 2001b; EMEA, 2010).

6.2.4.4 Tolerabilidade

A tolerabilidade foi avaliada através de monitoramento dos sinais clinicos vitais
(pressdo sanguinea usando esfingoman6metro e batimentos cardiacos) no momento da
admissdo no hospital, antes e 3, 7,5, 10, 18, 24, 48 e 72 h ap6s da administracdo do
medicamento. Os participantes da pesquisa foram entrevistados a cada tempo de coleta da
amostra e a cada refeicdo e os eventos adversos, espontaneamente relatados, ao longo do

estudo, foram registrados.

6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.3.1 Método de quantificacdo da olanzapina em plasma humano

6.3.1.1 Condic0es operacionais do método CL-EM/EM

As condicdes cromatograficas encontradas foram coluna ACE C18 125 x 4,6 mm, 5
pm (ACE, Aberdeen, Scotland, UK) com pré-coluna Gemini C18 2 x 3,0 mm (Phenomenex,
Torrance, CA, USA). Volumes das amostras de 10 puL foram injetados, acompanhado de 0,8
mL de solucdo de lavagem da agulha consistindo em 0,5% é&cido férmico em acetonitrila:2-
propanol:agua (45:10:45, v/v/v) para evitar o fendmeno de carry-over. A fase mével consistiu
de dgua com 0,1% é&cido férmico como solvente A e acetonitrila com 0,1% é&cido férmico
como solvente B (50:50 v/v), em modo isocratico. A taxa de fluxo de 1,2 mL-min™ foi
utilizada, com split de 9 volumes descartados e 1 volume para espectrémetro de massas (0,12
mL-min™). O forno foi mantido & temperatura ambiente (21-23°C). Os tempos de retencéo
para OLZ e Pl foram 0,78 e 1,04 min, respectivamente, sendo a corrida analitica de 2 min
(Figura 33).



Figura 33 - Cromatograma ilustrando a analise da OLZ e do P.I. extraidos do plasma
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Os parametros do espectrometro de massas foram otimizados a fim de obter um sinal

méaximo sem fragmentacdo na fonte de ionizacdo e um MRM com mais sensibilidade e

fragmento estavel para obter uma alta relacdo sinal/ruido. A temperatura da fonte foi

otimizada a 115°C, a temperatura de desolvatacdo foi 250°C e fluxo do gas de desolvatacao

foi 400L-h™. A voltagem do capilar foi fixada em 0,5 kV, enquanto que a voltagem do cone

para OLZ e PI, foram 35 V e 10 V, respectivamente. A energia de colisdo otimizada para

OLZ e PI foi 30 V para ambas, usando argénio como gas na pressdo de 1.88x10 psi na

célula de colisdo com multiplicador fixado em 700 V para a deteccao.

Os experimentos de infusdo para otimizacdo de monitoramento de reacGes multiplas

(MRM) e estudos de supressdo idnica foram realizados com Bomba Harvard Apparatus 11

elite syringe (Hollston, MA, USA) no fluxo de 30 uL-min™. O método MRM foi preparado
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incluindo a transicdo de massa mais intensa para OLZ e PI. A Figura 34 mostra o espectro de
massa com ionizacgdo eletrospray positivo da OLZ com o ion precursor e o0 ion produto (m/z
313,1 > 256,1) e a transicdo de massa, monitorada em modo MRM. O espectro também
mostrou outro fragmento de OLZ (m/z 282,1), mas sua intensidade foi menor que a do
fragmento selecionado (m/z 256,1). Apds realizacdo do scan completo, nenhum fragmento foi

observado na fonte de ionizagéo.

Figura 34 - fon produto ESI + da olanzapina (A), obtido utilizando o espectrometro Triplo
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Bogusz et al., 1999 descreveu um método de ionizacdo quimica a pressdo atmosférica
(APCI)-MS/MS com LIQ de 1 ug-mL™; Kratzsch et al., 2006 descreveu um método APCI-
MS com LIQ de 5 ng-mL™. A comparagdo entre os métodos APCI e ESI mostrou que ESI
produziu o sinal mais intenso. Em adi¢do, a ioniza¢do do método aqui descrito foi operada em
modo positivo, visto que ambos OLZ e Pl sdo compostos basicos com valores de pKa de 7,24
e 8,91, respectivamente (FDA, 2009).

Inimeros métodos bioanaliticos com um baixo LIQ estdo descritos para analises de
matrizes bioldgicas: plasma humano (BONDE et al., 2014; GOPINATH et al., 2012,
KRATZSCH et al., 2003; KOLLROSER et al., 2002; NIROGI et al., 2006; PATEL et al.,
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2012; ZHOU et al., 2004), soro humano (BOGUSZ et al.,, 1999; CHIN et al.,, 2004,
JOSEFSSON et al., 2010), sangue (BERNA et al., 2002; NIELSEN; JOHANSEN, 2009)
fluido  cerebroespinhal (JOSEFSSON et al, 2010) e urina (URDIGERE;
BESAGARAHALLY; BASAVAIAH, 2012) por CL-EM/EM.

O mais sensivel dos métodos descritos mostra um LIQ de 0,05 ng-mL™ com uma
longa técnica de preparo de amostra utilizando extracdo em fase sélida (EFS), possuindo nove
etapas e utiliza o equipamento APl 3000 (MDS SCIEX, Foster City, CA, USA). Outro
método com baixo LIQ (0,1 ng-mL™), com o preparo de amostra através de ELL esté descrito,
no entanto, apresenta 0 uso de solvente orgénico em alta quantidade (4 mL de dietil éter :
diclorometano (7:3, v/v)) e equipamento APl 4000 (MDS SCIEX, Foster City, CA, USA)
(NIROGI et al., 2006).

Josefsson et al., 2010 descreveu um método, que usa também um alto volume de
solvente organico (2 mL de MTBE) e equipamento APl 4000 (MDS SCIEX, Foster City, CA,
USA), tendo um LIQ de 5 ng-mL™ e 0,2 ng:mL™ para plasma humano e fluido
cerebroespinhal, respectivamente. Para 0 método atual desenvolvido, a utilizacdo de solvente
organico foi em menor quantidade (1,5 mL de MTBE) e o espectrdmetro de massas Quattro
LC system da Waters Corporation (Milford, MA, USA) pertence a uma antiga geracao e ainda
como LIQ de 1 ng-mL™, tem sido suficiente para o calculo da ASCo.72n.

Entre os métodos descritos acima, apenas trés possuem a corrida analitica de 2 min,
entre eles: Patel et al., 2012 e Bonde et al., 2014 utilizando EFS e API-4000 (MDS SCIEX,
Toronto, Canada) e o corrente método. Assim o corrente método desenvolvido mostrou baixo
LIQ (1 ng-mL™) associado a uma rapida corrida analitica (2 min) com ELL e equipamento
Quattro LC (Waters Corporation, Milford, MA, USA), representando o principal diferencial
em relacdo aos métodos publicados na literatura que utilizam CL-EM/EM. Portanto, pode-se
levar em consideracdo que, mesmo alguns equipamentos considerados antigos, fornecem
resultados satisfatorios.

O método analitico descrito inclui uma ELL com MTBE, resultando em material
extraido com grau de pureza suficiente para ser injetada no sistema cromatografico. Este
procedimento de extracdo, aliada a separacdo muito eficiente oferecida pelo sistema CLAE e
a elevada seletividade do espectrometro de massas no modo MRM com fonte de ionizacéo
electrospray (CLAE-ES+/EM/EM) possibilitou um processo de quantificacdo muito sensivel

e reprodutivel.
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6.3.1.2 Preparo das amostras

Amostra de plasma (400 pL) foi transferida para um tubo de polipropileno de 2 mL
com PI (50 pL, 1000 ng-mL™) e submetido & agitacio no vortex por 30seg. Foram
adicionados 1,5 mL de MTBE e a solucédo foi submetida & agitagdo novamente por 1 min. As
amostras foram centrifugadas a 3000 RPM por 5 min. A fase aquosa foi, entdo, descartada e a
fase organica foi transferida para um tubo de polipropileno. O solvente foi evaporado através
de secagem a 40°C sob fluxo de N, e o residuo foi redissolvido em 250 pL de
agua:acetonitrila (1:1 v/v). Em seguida, 200 uL foram transferidos para um vial de 250 pL e

colocado no autoinjetor para analise.

6.3.2 Método de validacéo

6.3.2.1 Seletividade

O método aplicado demonstrou excelente seletividade sem interferentes endégenos ou
metabolicos nos tempos de retencdo da OLZ e do Pl (Figura 4.3), mesmo com baixa retencéo
cromatografica e corrida analitica de 2 min. O teste de cross talk mostrou nenhuma
interferéncia entre os canais MRM da OLZ e PI apesar de baixa resolucdo cromatografica entre
0Ss compostos analisados. E o teste de carry over também mostrou nenhuma interferéncia entre
as amostras provenientes da injecdo de uma primeira amostra nas injecdes subsequentes,

configurando a inexisténcia de contaminagédo por carry over.
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Figura 35 - fon produto ESI + da olanzapina (A), obtido utilizando o espectrémetro Triplo

Quadrupolo Cromatogramas de plasma branco (A), plasma branco fortificado com 1 ng-mL™

padrdo de OLZ (B) e plasma branco fortificado com 200 ng-mL™ do PI. (C).
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6.3.2.2 Efeito matriz, recuperacéao e eficiéncia de processo

A OLZ apresentou as recuperagdes (n = 6) para CQB, CQM e CQA como se segue em
plasma normal: 97,10 + 13,57%, 90,35 + 6,07% e 82,80 = 10,42%, respectivamente. A
recuperacgdo do PI foi de 101 £ 3,45%. O EM e EP foram 93,29%, e 88,78%, respectivamente
e foram consistentes ao longo dos intervalos das concentracdes dos analitos analisados. De
acordo com a avaliacdo da RE e com as amostras pds-extracdo fortificadas, os resultados do
EM mostraram nenhuma influéncia significante da matriz biolégica na resposta analitica da
OLZ. Entdo, ndo houve supressao significativa de ions na regido em que o analito e o padrdo

interno foram eluidos.

6.3.2.3 Linearidade

A andlise de regressdo linear pelo método dos minimos quadrados ponderada
(weighted Linear least-square regression analysis) foi efetuada para obter a linearidade com
mais de uma ordem de grandeza, por exemplo: 1 - 20 ng-mL™ (1/x), com média de coeficiente
de determinacdo de 0,9976 (n = 3 corridas analiticas, Tabela 14) e exatiddo dos resultados
entre 92,61 -106,64%. O LIQ foi 1 ng-mL™. Este método foi, portanto, confiavel e de

qualidade como mostrado pela exatiddo dos padrdes de calibracéo.

Tabela 14 - Exatiddo e precisdo da linearidade do método de validagéo.

Concentracéo tedrica Concentragéo
(ng-mL™) determinada (ng-mL™) Precisdo (DPR%) Exatidao (ER%)
(Média £ DP) (n =3)
1 0,927 + 0,060 6,50 -7,39
15 1,600+ 0,098 6,16 6,64
3 2,923+ 0,166 5,68 -2,57
6 5,865+ 0,099 1,69 -2,25
10 9,348+ 0,647 6,93 -6,52
13 12,183+ 0,991 7,48 -6,28
16 16,529+ 2,037 12,33 3,31
20 20,213+ 0,902 4,46 1,07

Os cromatogramas do plasma humano extraido contendo a baixa concentracdo de

OLZ (1 ng-mL™) e PI indicaram uma boa resposta detectada para ambos compostos. A
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relacdo sinal/ruido foi 76,6 para o pico do LIQ e 800,0 para o PI. Indicando que 0s picos

cromatogréficos estdo bem maiores que o ruido médio do equipamento.

6.3.2.4 Precisao e exatidao

A precisdo e exatiddo intra e interdia do L1Q, CQB, CQM e CQA permitiu resultados
satisfatorios que variaram de DPR <14,60%, ER <9,04% (intra) e DPR <11,60%, e EPR
<1,66%, (inter) (Tabela 15). Os dados obtidos para OLZ estdo de acordo com os limites
aceitaveis estabelecido nos guias para validacdo de métodos bioanaliticos (FDA, 2001).

As principais vantagens deste método sdo simples preparo de amostra, curta corrida
analitica (2 min), robustez para analise em alta demanda (1.176 amostras foram analisadas) e
boa sensibilidade (avaliacdo in vivo de 10 mg de OLZ em comprimido), sendo todas
importantes caracteristicas quando se trata de alto nimero de amostras provenientes de

estudos farmacocinéticos.

Tabela 15 - Resultados de precisdo e exatiddo do método de validagao

conc. Intradia (ng-mL™) (n = 5) Interdia (ng-mL™) (n = 15)
teorica Dial Dia 2 Dia 3
(ng-mL™) Média Média Média Media Precisdo | Exatiddo
(DPR) (DPR) (DPR) (DPR%) | (ER%)

1 1,03 (5,1%) 0,99 (14,6%) 094 (86%) 0,99 11,60 1,44
3 2,96 (L5%) 3.15(55%) 2,76 (3.1%) 2,96 6,62 11,48
9 8,34 (2,6%) 9.35(35%) 9,12 (L,1%) 894 5,62 0,70
18 16,37 (2,6%) 18,62 (2,5%) 18.11(64%) 17,70 6,88 11,66

6.3.2.5 Estudos de estabilidade

A concentracdo da OLZ foi comparada com aquela obtida a partir de amostras
preparadas imediatamente antes do ensaio, possibilitando expressar 0s resultados como
percentagem de degradacdo. Os dados de estabilidade da OLZ em plasma sobre diferentes
condicdes de temperatura, tempo e ciclos de gelo-degelo demonstraram que as concentracées
calculadas para os controles ndo apresentaram degradacéo significativa ao longo do estudo e

mostraram condicGes apropriadas para o estudo farmacocinético.
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A estabilidade da solucdo estoque foi por 6 h a temperatura ambiente e por 5 dias sob
condigdes refrigeradas (4°C). As amostras de CQ em plasma humano foram estaveis por, no
minimo, 8 h no autoinjetor (4°C) (estabilidade p6s-processamento), por, no minimo, 6 h a
temperatura ambiente (estabilidade curta duracdo), no minimo, 56 dias quando estocadas a -
80°C (estabilidade de longa duracgéo) e para, 0 minimo de, trés ciclos gelo-degelo.

6.3.3 Aplicacdo do Método — Estudo Farmacocinético

O método descrito neste trabalho apresentou um excelente desempenho durante a
validacdo para a determinacdo de olanzapina em plasma humano, estd em conformidade com
os requisitos da ANVISA e FDA para a quantificacdo de drogas em estudos farmacocinéticos
em humanos e foi aplicado com sucesso para um estudo farmacocinético em que a
concentracdo de OLZ foi avaliada em amostras de plasma de 28 participantes da pesquisa
saudaveis apos dose Unica oral de 10 mg de OLZ em comprimido.

O perfil da concentracdo média x tempo estd mostrado na Figura 36. Os valores
médios dos parametros farmacocinéticos Cmax, Tmax, ASCo.t, ASCo., estdo mostrados na
Tabela 4.4. Estes resultados estdo de acordo com dados anteriormente publicados (BONDE et
al., 2014; PATEL et al., 2012). Os valores de t;, para os medicamentos referéncia e teste
foram 25,28 + 6,5h, 45,53 + 106,33h, respectivamente. E a K¢ foi de 0,0029 para ambos.
Nenhuma diferenca estatisticamente significativa foi encontrada entre o0s parametros
farmacocinéticos das formulagdes teste e referéncia e o IC de Cnsx foi 83,15-99,2 e da ASCo

foi 80,07-92,51. Portanto, sendo considerados bioequivalentes.
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Figura 36 - Perfil da concentracdo plasmatica x tempo de 28 participantes da pesquisa

saudaveis ap6s a administracdo de dose Unica oral de 10 mg de olanzapina (produto teste

versus referéncia).
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Uma comparacdo dos parametros farmacocinéticos ja reportados na literatura foi
realizada (CAO et al., 2012; CHATSIRICHAROENKUL et al., 2011; CHEN et al., 2012;
ELSHAFEEY; ELSHERBINY; FATHALLAH, 2009; ZAKERI-MILANI et al., 2013). A

tabela 16 mostra os resultados de Cmax, ASCo € ASCoy., de estudos com participantes da

pesquisa de diferentes etnias (chineses, tailandeses, iranianos e egipcios) que foram todos

realizados com participantes da pesquisa saudaveis do sexo masculino (exceto para o estudo

com tailandeses, que incluiam 12 homens e 12 mulheres). Os estudos foram aberto,

randomizado, cruzado 2x2 e realizado em condicGes de jejum e as concentracdes plasmaticas

foram determinadas ap6s a administracdo de 10 mg OLZ comprimido.
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Tabela 16 - Parametros farmacocinéticos e analise estatistica dos produtos teste e referéncia no corrente estudo e outros métodos publicados

Grupo étnico, ntimero de participantes da pesquisa, | Cmax (ng-mL™) Tmax () ASCo(ng/mL.h) ASCO-co(ng/mL.h™) Referéncia
Sexo, Dose farmacéutica, Tempo de coleta das amostras
Ref. Teste Ref. Teste Ref. Teste Ref. Teste

Brasileiro, 28, M, 10 mg comprimido, 72 h 12,50+3,73 11,47 + 3,65 4,30+2,37 4,50+1,85 283,12+ 94,84 240,97 + 78,46 345,21+ 110,03 | 375,88 + 383,65 BEDOR et al., 2015

Chinés, 24, M, 10 mg comprimido, 144 h 18,44+4,758 18,91+5,20 ND ND 587,3+ 127,12 582,9+ 118 615,8+ 137,45 615,4+ 131,39 CHEN et al., 2012

Chinés, 20, M, 10 mg comprimido, 144 h 22,44%5,20 21,05+5,81 3,20+0,60 3,20+0,80 607,43+141,07 630,19+177,73 649,39+132,01 673,33+174,74 CAOet al., 2012.

Tailandés, 24, M/F, 10 mg comprimido, 120 h 26,4+ 8,45 27,60 + 8,45 3,00 (1,00-4,50) | 3,53 (1,00-6,00) 805 + 313 835+ 355 863 + 366 901 + 408 CHATSIRICHARO
ENKUL et al., 2011

Iraniano, 24, M, 10 mg comprimido, 72 h 15,72+ 4,25 15,82+ 19,91 6,25+ 1,22 5,07+ 25,.31 440,37 £ 98,75 447,19+ 100,64 558,66+ 129,57 570,75+ 130,55 ZAIZE;I_MILANI «
ELSHAFEEY;

Egipcio, 24, M, 10 mg comprimido, 72 h 11,60 + 4,08 13,07 + 4,47 6,42+4,04 6,04 +2,77 367,26 + 119,22 | 363,38+ 129,68 477,98+ 137,38 466,87+165,.38 ELSHERBINY; FA
THALLAH, 2009;

Desenho dos estudos descritos na tabela: aberto, randomizado, cruzado 2x2, condic¢Bes de jejum. A droga referéncia utilizada em todos os estudos foi Zyprexa®. ND: ndo

descrito.
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Uma influéncia da etnia na taxa e extensdo da biodisponibilidade foi encontrada
utilizando anélise estatistica por avaliagdo ndo paramétrica com o teste de Games-Howell. Os
dois estudos chineses e o estudo tailandés mostraram Cnsx mais alto que os reportados por
outros estudos. Isto pode indicar uma significativa diferenca no metabolismo da OLZ entre
asiaticos (chineses e tailandeses) e outros grupos étnicos (brasileiros, iranianos e egipcios),
que pode ser devido a fatores farmacogenéticos.

O metabolismo da OLZ ocorre no figado pelas isoformas CYP1A2 e CYP2D6 do
citocromo P450. Os diferentes valores dos parametros farmacocinéticos dos diferentes grupos
étnicos poderiam ser explicados através do processo metabdlico da OLZ, de acordo com o
processo oxidativo mediado pela citocromo P450 isoenzima CYP1A2 e em menor grau, pela
CYP2D6 (RAO, 2001). A presenga de alelos defeituosos CYP2D6*10 em asiaticos (chineses e
tailandeses), que pode estar presente em mais de 50% da populacdo asiatica, é responsavel
pela reduzida atividade enzimética observada nos metabdlitos intermediarios (BERNARD et
al., 2006).

Ainda, uma influéncia de polimorfismo no gene CYP1A2 foi encontrada mostrando
que a distribuicdo do haplétipo em coreanos, japoneses e chineses (asiaticos) € diferente de
que nos africanos e europeus. Isto poderia contribuir para as diferencas no perfil
farmacocinético entre as populacbes étnicas (WOO et al., 2009). O Cysx determinado no
corrente estudo estd de acordo com estudos realizados em iranianos e egipcios anteriormente
reportados (ELSHAFEEY; ELSHERBINY; FATHALLAH, 2009; ZAKERI-MILANI et al.,
2013).

O alto valor de Cnsx encontrado em estudos asiaticos poderia explicar o alto numero
de efeitos adversos no estudo tailandés. Um total de 108 eventos adversos foi relatado (50 do
produto teste e 58 do produto referéncia), todos foram suaves e nenhum evento sério foi
observado (CHATSIRICHAROENKUL et al., 2011). Em contraste, no corrente estudo foram
relatados 68 eventos adversos (33 do produto teste e 35 do produto referéncia). A ASCy.; ndo

foi avaliada porque diferentes tempos de coletas das amostras foram utilizados.
6.3.3.1 Tolerabilidade
Durante o primeiro periodo do estudo, 100% dos participantes da pesquisa relataram

sonoléncia e 13,79% relataram nausea para as formulacGes teste e referéncia. Nenhuma

anormalidade clinica relevante foi encontrada ao final do estudo.
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6.4 CONCLUSOES

Um simples e rapido método CL-EM/EM para quantificagdo de OLZ em plasma
humano foi descrito, que mostrou precisdo aceitavel e adequada sensibilidade. Este método
estd de acordo com os requisitos propostos pela ANVISA e FDA de alta sensibilidade,
especificidade e alto rendimento da amostra em ensaios comparativos farmacocinéticos tais
como estudos de bioequivaléncia. O mesmo foi aplicado com éxito para um estudo clinico
farmacocinético da OLZ (10 mg comprimido) em participantes da pesquisa saudaveis do sexo
masculino. Além dos resultados da analise de comparacdo da farmacocinética estarem de

acordo com outros estudos similares publicados.
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7 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O método desenvolvido e validado para quantificacdo das amostras de olanzapina dos
experimentos de recuperagdo apresentou uma vantagem, pois as amostras ndo necessitaram de
tratamento prévio antes da injecdo no CL-EM/EM, diferentemente do apresentado na
literatura. Apenas uma simples diluicdo foi realizada para obter um volume de injecéo
suficiente. Portanto, o método foi considerado simples, répido e facil de reproduzir.

As sondas de microdialise confeccionadas em laboratério foram consideradas
semelhantes as comerciais com relacdo a eficiéncia de recuperacdo in vitro. Sendo, portanto,
um artificio para reducdo de custos nos laboratdrios de pesquisa que utilizem a técnica da
microdialise, visto que as sondas podem ser produzidas com materiais de facil acesso e baixo
custo, o que viabiliza a pesquisa na area de microdialise, principalmente dentro das
Universidades.

Este trabalho proporcionou a formagao técnica em cirurgia estereotaxica no cérebro de
ratos, bem como a caracterizacdo da cinética de decaimento plasméatico da olanzapina e
modelagem farmacocinética com modelo bicompartimental e pardmetros farmacocinéticos
que corroboram com dados ja publicados na literatura.

O meétodo desenvolvido e validado para quantificacdo da OLZ por CL-EM/EM foi
simples, rapido, preciso e com alta sensibilidade aceitavel e adequada para aplicacdo em um
estudo farmacocinético. O método de preparo da amostra foi simples e com tempo de corrida
curto, importante caracteristica para validacdo de grande namero de amostras, tais como
estudos de bioequivaléncia. O estudo clinico farmacocinético aqui realizado mostrou
formulacdo de olanzapina (teste) e a formulacdo referéncia Zyprexa® sdo consideradas
bioequivalentes. Além dos parametros farmacocinéticos da olanzapina estarem de acordo com
outros estudos similares publicados.

As perspectivas dessa tese sdo: Quantificacdo da dopamina nas amostras da
microdialise cerebral em ratos por CL-EM/EM,; realizar a farmacocinética plasmatica e a
microdialise cerebral em um nimero maior de animais e utilizando sonda confeccionada em
laboratério; modelagem mateméatica PKPD para avaliagdo das diferentes concentracfes da
olanzapina versus seu efeito terapéutico; publicacdo de artigo sobre a relacdo farmacocinética

plasmatica e a microdialise cerebral.
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The development and validation of a method for quantifying olanzapine in
human plasma by ligquid chromatography tandem mass spectromeiry and its
application in a pharmacokinetic study

MNoely Camia Tavares Cavalcanti Bedor, Dandlo Cesar Galindo Bedor, Carles Eduardo Miranda de
Sousa, Felipe Munes Bonifido, Danid da Mota Castelo Branco, Leila Bastos Leal
and Davi Pereira de Santams
Center af Cosmerie and Pharmacewricad Developmens, Department of Phamac euical Seience, Federal Dniversine of
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SUMMARY

L A rapid method vsing Bguid chromatography tandem
murs spectrometry for the quantification of ol ancapine (LI}
in human plasma wes developed and validated Venlafaxine
wis used as the intermal standard {15}, and the smples were
eximcokd from $0-gl. human plesma with methyl seri-buty |
ether Tor Buwid-Hguid extraction

L Chromatography was performed using an ACE CI18,
125 = dsfemm i, Spm column. The mobile phase comisied
of waler with L1 % brmic acid br solvent A and acetonitrile
with 0.1% formmic add lor solvent B (30 1 30 vy} in Bocratic
musde. The flow mie wes L2 mlfmin. The retention times Tor
(.7 and the I5 were L78 and 104 min, respectively. Tan-
dem mas spedromery operafing in pasitive elechrospray ion-
eation made with multiple reaction monitoring was used o
detect OLE and the IS (mir 3131 > 2561 and 2781 = 260.2,
mespectively).

A No significant matrix effeck were observed on (LE
mnid the IS5 relention fmes, and the men reovery of (LT
wis WAE%. The swmay was linmr in the concentration
mnge of 1= ngml. (R = L9976, The intm- and inbers
day precikion were < IL60% amd the acurscy was
= LE6%.

d. This walidate]l method wes sucessfully applsd to a
pharmacokinetic study in which 10smg OLE mhlels were
asdministersd to healthy volunteers and their plasma OLE lev-
ds were monitored over time The tests showed that the (LE
st and reference drug (Zypreca™) wee bioampuivalent, as
W% of the wofidence intervak were within the Bi-123%
interval proposed by regulatory agencies.

Coresprndance [ Dando Cewar Galmdo Bedor, Center of Coomesme
and Prarmaceusical Developren:, Deparement of Phasmacewical Schmee,
Padem] Undvesiy of Pesambueo, SO0E0- 500 Reeide, Pesambucn, Bl
vl clamelon e e @manciae o b

Rezcsiwed 11 Juse W04, mvieeon 30 Novembesr 2004, o spasd
2 Decemnbesr 2004,

© T4 Wilsy Publishing Asia Py Lad

Key words: LOC-M5MS, olanrapine, pharmacokinetic study.

INTRODUCTION

Olarmzapine (0L, or 2-methyl-d-@-metiyl -1 -pipesoinyl - 1 0FH-
dhienchemad epine (maleculer formaly CnHaMaS), with a thi
enchemrndizzepiny] struchme and 2 moleoubr  weight of
31244 D' & an mimycatic dug with 2 chamic] structe
and themapentic pmpertiss that are very simibr i those of clom-
pine’ Olupapine mpears to be effecive aging boh peitive
(hallucimatims and delusions) and negative {poverty of speech
and social withdrawd) symplams of schimgphreniz,™® whereas
fimt-generation mipsychatic dugs (eg phenothizzines and bu-
tyrophenones |} are only affective in the teaiment of the wEie
sympioms of this ilnew” Recendy, fe US Food and Dmg
Adminisraton approved the use of OLZ for the mestment af
ame mana® Olmzpine is commercially availshle in doss
stengths ranging from 2 o 20 mg i the form of coed oral
izhleis named Zypml.' (Hi Lilly, Indiznapalis, I¥, USA) and
an ozl disiniegraing whlkt known = Zyprem®  Zydis®
(BB Lil).*

There are several mparis on the analysis of OLZ in biological
fluids awvailshle in the hientre. Most of the anayficll methods
emphkyed wes hased on the use of HPLC with ulmaviolet or
electochemical detection.' ™ The shorimming of e methods
& their limited spedficty. The advent of the smospheric pres-
mre iomzmtin (AF) sowce was a2 breakihmugh tha allowed
efficient coupling of hquid cromaingraphy (LC) o mess spec-
tametry (MS), which emahles the development of 2 more sensi-
tive echmique ™ The mpplicability of LC electmpray andem M5
has heen demomsirated in 2 wide onge of hioamlytical, emvinm-
menizl, and phammaceutical applications sach as 0L quant fice-
fon 2

The present study reviewsl and compered published meth-
ads fir determining the presence of OLZ in human plasma.
Furthamare, 2 mpid method wing 2 reltively simple Hguid
hiquid extraction pmoadure in combimation with Hguid chmme-
ingraphy tmndem mass specirometry {LOMSMSE) amalysis was
developed and mpplied o a phamacokinetic stdy of OLZ in
healihy volumeers.

Clinical and Experimental Pharmacology and Physiology
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RESULTS
The devel andl validation of the LC-MSMS method

and ils operating conaditions

The mass spechomeinc peameters wem opfimized i obiin
maximum semsifvity at umit resoluton. The sowrce i it

discarded and one volume for the mass specrometer (.12 mlS
min) The column aven wa set at mam emperatue (21-233C).
The refeniin Gmes for 0L and #he I5 were 0,78 and 104 min,
respectively, and the amlytcal mn wax 2 min

was opimined a 115°C, the desolvation empaatue was 250FC,
and the desolvaton gas flow wax 200 Lh The capillery volizge
was ==t at L5 kV, whil the optimizd cone volzge vahes for
OLE and venbfaxine, used 2= intermal standard (T5), were 35 and
10V, rspectively. The collision energy opimizal for OLZ and
IS5 was 30 V for ot dmgs, with argon 2 the apllision g at a
pressure of 188 % 107" psi in e colison cell and e mukti-
plior set 2t 700 V.

The infusion experimenss for the mulSple readtion memitnring
(MEM) optimizatins and ion suppression =smdies were per-
fommed with 2 Harvard Apparats 11 elie syringe pump {Hall-
ston, MA, USA) at a flow rate of 30 glimin. The MEM methad
preparal included the most intense trnsiions for OLE and the
I5. Figure | shows posifive ion electrospray mass specra of
0L with e pecurser and product ion (mfz 3130 = 25610)
and the mass mansition, monitmred in MEM made The specmum
alsn showed another fragment of OLE (mfz: 282.1), bt its inten-
sity was less fun tha of the slcal frgment (mfz 256010

Valdation of P

The applied method demommaed excellem specificity with no
endogenous or meholite nerferances with the relenton Gmes
for OLZ and the IS (Fig. 21 even with bw chrometogmphic
refentin 2nd an analytical run @me of 2 min. The oss-alk tes
showed no interference between the MRM chamnels of O1Z and
the IS despie the bw diromamgraphic resolufon hetween the
compounds analysed. The camy-over test showed no nerfernce
hetween the samples in 2n analysis sejuence.

For linearity evalmtion, weightal lext square linear regression
was wed o obin the Hnerity over one onder of magmide
{1-20 ngfml. {1/%, witha mean daaminaion coefficientof 119976
(chring gwee amhticd mns); the acouracy of the hack-ca culsied
resulis was hetween 9261 % and 106.64% (Tabke 1) As shown by
the badcaloulaed concenimtion, iz method was relizhle and
valid The kaw Emit of quantification (LLOQwa 1 ngfml..

The chromatograms of the exracied humen plasma contained a
kw (1 ng'ml) concentrafon of OLZ and #he B, md they

Afer fullscan monikwing was performed, no frapmenaton wa
obsarved at the jonimtion source.

To perform HPLLC, an ACE CI18 125 x 4.6mm id., 5pm
column (ACE, Aberdeen, UK}, equipped with 2 column guaxd
Gemini C18 2 x 46 mm (Phenomenex, Tomance, CTA, TISA)
was wsed. Sample volumes of 10 gl were injecied, followed by
a (LEml strong needle wash amsikting of 0.5% frmic add n
aceinmitrile : 2-propanc] @ water (45 : 10 : 45, W) i avoid the
camy-aver phenamendon. The mohile phese comnsistal of waer
with L1'% formic acid for salvent A and acetonitrile with (L1%
fomic add for solvent B {50 : 5) wWv) in isooatic made A flow
rae of 12 ml/min was wsed with a split of nine volumes

AETONOE 1 AL ER
Ly

Rl T W

i i W

L d i offer 2 good detedor responze v hoth ompounds.
The signalinoise relfonship was 766 for the LLOCQ and 2000
for the IS peak.

The matrix afect (ME), recovery (REC), and proaess effidency
(PE) were 93.29%, 9008%, and 58.78%, repectively, and were
omnsisent over te esied oncentration ranges of te analyes.

According i the mcovery evaluation and the post-extraction
spikal mmples, fe resuls of fe matix effacts showal no sig-
nifient influence of te hiclogical metrix on the OLZ analy Scal
resporse. Thus, ion suppression or enhancement by e plma
matrix was negligible for this method. Intre- and iner-day peeci-
sion and acomacy at ow quality conmol (LOC), malum gquality

batl e,
I - EEEEEE]

CIE

FEEICTIE

Fig. 1 Elecoosmay onzaon prodes oo scan of oliszapine, oboined esing the o ple guadsspole specoromeer. (0LF, olane apime.
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Descrmining the presence of olanzapine 3
(@ Blank plasma sample
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Fig. 2 (a) Taal o chomanogams of blaak plasma, ®) blmk plasma spiked wih 1-ag/ml. (02 sundaxd, and () blagk plisma spkad wih 200 g/
ml. of he IS CPS, couses per second; IS, iterm] sumdand; (1Z, olaszapize.

— 5 Channel
TER 2002

Intensty (CFS)

~83EEEEIEEE

conzrol (MQC), and high quality control (HQC) ensbled satisfac- e cakculased Sons for e ks did not change signif-
tory resuls with 2 rdafive standard deviason < 1160% and 2 cantly over the course of the stady and hat the condifions were
relative emror < 1.66% (Tahle 2). The daa obtined for OLZ are ppoprize orph kinetic study design (Table 3). The stack
in d with the pable Emits set forfh in the guide- soluSon stahility was skble for 6 h at room emperature and for
lines for hiceralytical mefhods of vaidsion™ 5 days under refrigerated condisons (4°C). Both the amalye and

e IS in e quality conzol human plasma were sthle for at least
Stability 6 hat room emperature (hench-top sehility), for at keast 8 h in the

autoampler (£°C), and for 2 minimum of $wee freeze-dhaw cycles.
The stability dats regaxling O1Z in plasma under different ®mper- Spiked plasma samples, soxed &t ~N°C © determine bng<erm
atures, Sme condiions, and freeze-thaw cydes demonsaed that stahility, were stable for 2 minimaum of 56 days.

© 2014 Wiley Publishing Asla Pry L1d
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Appication of the methad: a phamacokinetc study

The developal method was successfully applied to 2 phamacoki-
netic study in which the cncentration of OLZ was mesured in
ple=ma =mples fmom 28 heabhy volunieers after a single oml
dse of a 1lkmg OLE tzhle.

The memn concenmation-fime prafile is shown in Fig. 3. The
mean values of the pharmecolinetic perameters were 2= follows:
the maximum plhsme concentration (O, ) the @me i rexch the
peak concentraion (Tne ), 2nd the area under the concenmaton-
time curve (AUCq, and AT h ) (Table 4). These findings were
in agreement with published daa™"" No statsfcally significant
differences were found hetween the pharmecokinetic parameter
of the tesi and refarence formulstion; the confidence mierval of
the O, was B3.15-9923 and that of the AT, was BILO7-
9251,

Tolerability

During the firg period of the smdy, 100% of e voluniees
reporied sleepiness and 13.79%% reporied nausea as 2 resuk of the
OLZ et and reference pmdoct No climical shnomalifies were
found a2t the end of e smdy.

DISCUSSION

A maes spechomets was set up to obiain 2 meximum signal
without fragmentation in the souxe ionizaton and an MEM with
the most semsiiive and siable fragpment io obin a high sgmal’
noise rafio. Bogwsz efal®' descibed m atmesphesic presure
chamica ionizaionMEME metod with an LLOQ of | gefml.,

Kratrsch e al ™ described an stmospheric pressune chemical ion-
trafion-M5 method with an LLOD of 5 ngfml. The comparisan
hetween amaspheric pesmme chemica doniztion and electo-
spray jonization methad showed ha e her produced the most
inense sigmal. In addition, the joniztion was opaaied in positive
ion made, as hath OLZ and the IS are basic compounds with
pEa values of 724 and 891, repectively.’*

Sevem] bioamlyiml metods with a2 bw LLOO ame
desaihed for e anahsis of hiological mamices  (human
plamma MEAATIIT prn e T g blood, ™
cemtrogpinal fluid, ™ and uine™) wsing LO-MSMS. The mos
sensitive metod described shows an LLOD) of 0,05 ngfml.; &e
method e 2 long solid phase extmction sample preparation tech-
migue comsisting of nine steps, and it employs APE3 000 equi prment
(MDS SCTEX, Foster City, CA, USAL In addiSon, other Bguid-
liguid extracton metads with low LLOE) have been described,
inchding an LLOC) of 0.1 ngfml. with a krge volume of omanic
solvent {2-ml diethyl etherdichloromethane (7 : 3, wv)) and API-
AN ecuipment (MD5 SCTEX, Foster City)" Jomefison er al™
desaihed 2 methad that uses a lage volume of arganic solvent
(2-ml. methyl serebuty] ether (MTBE)) and APT 4000 equiprment
(MDS SCTEX, Foster City ), with an LLO) of 5 2nd 0.2 ngfml. for
tuman plema and cerdbrespinal fluid, mspectvely. Organic sal-
vent {1.5-ml. MTBEE) and an old generation of maxs spectometer
(Cuamo LT systemy Watas Corporation, Milfoxd, MA, TSA) wene
used in his methaod; tis method has an LLOO of 1 ngfml., which
was sufficient for AT 77 5 calculsdion.

Table 3 Stabiley daa of e baman plhisma OLE sy

Smabiley e Olamrapine (= = 3)

Table 1 Accemecy and precision of lnsasty o smerion Paecision Acoracy
ol ) RS &) {HE &)

& ot e mrid med Preosion (&) Acway (&)
CORCESTEISGR O S o m il ) Bench-gop sabiley 3 313 z30
(i} imean = S0V} (= 3) 1% 215 136

Ao s £y 3 211 122
1 09T = 0060 [ i) Ll ) = ENE 143
13 1600 = O0E ald pLES Fresze ko sabdlay El & G A3
3 I9 = 006G 208 T4 = 345 (]
& S865 2 QL 1.5 §TT5 44 day sorage stabdliy 3 S0 1%
10 G4 = 4T [%x ] SI4E = 1499 41
13 12183 = 5 TAR GET2 Scihosi o ssabiley 3 1% P
b1 16529 = 20T 1233 10331 1= frdecd | 1227
frai] I3 = 09 444 onor

Table 2 The precision mnd accracy resalks of te val daion metod

(L2, oz apine; RE, relagve anor; RS0, relasive standand deviason.

§pikedd comeenemsion (mgfml.) Inem-day {mgfml) fx = %) Inger-day {mgfml) (e = 15)
Day 1 Iy 2 Day 3
Mean (RSO} (%) Mean(RSDH (%) Mean (RSIH (%)  Mem  Precision (RSD €} Acowacy (RE %)
1 L ¢5.0) 055 {14.5) (054 (5.8 05 1160 144
3 256 (1.5) ERETELY ERCTERT 256 f2 148
L] 34 (26) 934 (38) SI2{11) ELT 442 o
1% 1637 (26) 1562 (25) 1E11 (64) o [ 1.6

RE, relasve amon, RSD, mloive stamderd devision
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Desermining the praence of olanzapine

14 000 Pharmacokinetic profile

o Y M 1 4 4 = e om
Bk o by

Fig 5 Reprsmaove dos showing te plasmg oofoe 5om Son-Sme fin-

files of 2% healkly sbjens aftsr te admindsmoon of a sngle oral doe

of 10-mg OLE (eikence va e poodect) (0Z, olmeapine.

OF ghe 10 LLOQ methods described ahove, anly three had an
andytical nm me of 2 min: Pael or al ™ Bonde er al.,™ who
used solid phae extracton and APRL000 (MDS SCTEX, Tor-
onta, 0N, Canada), and the present smdy. Addifionally, the ow-
rent methad showed 2 rapid amlyical mm Sme (2 min) wih
liguidJiuid exraction and Quatiro LE.

The major advanizges of this method 2= s simple sample
preparation, the shot mm @me (2 min), the robusness for high
throughput analysis (1176 volunieer ssmples ana ysed), and good
semsifivity (1(kmg OLZ whlet in vivo evaluaton), which ae all
important when dealing with large haiches of smples i pharma-
colinetic sudies. The pharmacokinetic panmeters were in agTee-
ment with published data "

We proceeded with a comparison of the pharmacokinetic
pammeters reported in the liteature "™ Table 4 shows the
resulis of the Coue, AT G, and AT w0 of sdies on subjecs
of different ethnicigies (Chinese, Thai, Iranian, and Egypsan) that
wer perfirmed on healthy male woluneers (except for the Tha
stdy, which induded 12 men and 12 women). The smdies were
apen-lahel, mndomized, two-period, two-lEatment, two-sequance,
and 2 x 2 coesover, and were pefformed wnder fasting andi-
tions; the plema levek afier the alminigration of 2 10mg OLZ
tahlet were determined Based on sofistical analysis by nonpara-
metwic evalmtion wih the Games-Thwell st ethnidly wx
found to have an influence on the e and extemwion of biovail-
ahility. The two Chinese studies and the Thai study had a higher
Cogee than that reported by the other studies. This mey indicate a
significant difference in OLZ metsholism between Asian (Chi-
nese and Thai) and other etnic groups (Beebilan, Iranian, and
Egyptan), which mey he due o pharmacogenetic faciors.

The metshalim of OLZ oaurs in the Bver by the CYPIAZ and
CYP2D6 soforms of cytochmme P45). The varying values of the
plermamiinetic paameters of the different ethnic gmups auld he
explxined by the matzholic processing of OLZ, parScularly the oxi-
dative process medistal by the cytochrome P45) isnenzyme
CYPIAZ and, i 2 minor degree, by #ut of CYP206.™ The pres-
ence of defective CYP2DE* 10 alleles in Asizns (Chinese and Thai)
may he present in 25 much as 5% of the Asian popubton and &
respomsible for the diminished enzyme acfivity chserved in inter-
medize mesholizrs.™ In addifion, e CYPIAZ gene polymer-
phizm was found to influence the haplotype disgribation in Kowsan,
Japanese, and Chinese {Asizn) subjects differently than in Africans

Table 4 Pharma:ciisene pammetes and o soca] aal yas of the refaamee o v dnegs s the peset mebed oad odue publabed mehods

Refaames

AU, ., gl )

AL gl )

T (B

o il

Hhpac groap, mumber

Rl

Tes

Ref Tes

of volmiees, gander,
Pl e nica ] dosage,
collecnics pme of st sngle

£ 14 Wilsy Pablishing Asla Pry Lid

TR = M4 MOST =TE4E MAZI] = 11000 3TAEE = 38148 Pmaa

430 = 183

430 £ 237

1147 = 363

1230 £ 373

Hmalem (z = 28], M,
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158 = 5330 ND
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Chimese (g = 20, M,

G043 £ 14107 SI009 = 1TTTE GGG £ 13201 ATENE I Caoeal™

1 =06 12203

13 £ 341

3244 =330

10 eabder, 1M B
Thai (g = 4L M/F,

" hararoha mres mins]

aal

SO0 = 408
44037 = ST 44709 = 10084 BEAS = 12947 STOTS £ 130 FakeiMilasl @ sl

A1 = 364

3833 £333

03 = 313

A00 (1004 80 383 (1 00A 00

176 = 543

FLEER

10y bk, 120 b

mian(m = 4L M,

307 £ 131

138 = 19% 43 £ 1322

13T £ 438

10mg wabler, T2h

Epypoas (m = 4], M,

A6TH £ 11922 34338 = 12988 47758 = 137348 46847 = 16338 Mtq‘ddll

1300 = 447 642 = 404 Gid = 27T

1160 = 408

10mg wabler, T2h
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and Faropeans. This could amtriue o te differences in phama-
cokinefic profiles between fhe efmic population.™ The Cou
determined in the present study is in acoondance with fe pevi-
ausly reparied Tranizn and Egyptian sudies'

The high Coue value famd in the Asizn studies could explain
the high mumher of adverss evenss in the Thai siudy ™ A ol of
108 adverse events ware reported (50 from the et product and
58 of the reference product); all adverse events were mild and no
sefious adverse effects wer ohlserved ™ In commst, the curent
study showed 68 adverse events (33 from the test praduct and 35
from the mference product) The AUC:, was not evausted
hemuse different ample collecton times were wsed

METHODS

Chemicals

anzapine’s reference sndard was acquired from the 115 Phar-
macopeiz]l Convention (Rockville, MDD, TSA)L and venbfaxine
(the I5) wx obained from the Euwopean Plarmampoeia (Saoas-
bhourg, Franee) (Fig. 1) Formic acid, MTBE, and acemnnitrile, all
HPLL grade, were purchased from LT. Baker (Phillipshurg, NI,
USA) Water was purified with a Milli)™ system Fom Millipare
(Milipare, Mokheim, Fracel Conmol human ph=ma was
ohtaned from six differant heldy volineers; plhama wa used
separaiely for specificity measuremants and poaled for e prepa-
ratiom of the sandard and quality conmol smples.

Exqpuipment

A Jouzn M235 refrigerated centrifuge (51. Herblain, France) wa
uzed for sample extragion. Samples were stoned at —70FC in a
REVOD freezer (Asheville, NC, USA) ungl anahsis. The LE elec-
treepray andem MS msumentton for isogatic mvemed phase
chmmamgraphy consised of @ LC 10ATvp HPALC system (5hi-
mackm, Kyoin, Japan) that was equipped with two pumps (LC
10AThp), 2 column oven (CTO 10Avp) an aumsampler (STL
10AThp), 2nd a2 system cemtmoller (SCL 10Avp). Mxs detection
was performed on 2 Cratiro LT system and imstument control;
integmaton and calculbfion were performed wsing the masaon®
4.1 software package (Micromass, Milford, MA, TISA)

LCMEMSE conditions

The chromaingraphic condifons, including the mobile phase com-
pesition, flow raie, soionary phase, and mjecon volume, wene
opimized Acetomitrile md methano] wee evahmted 2= arganic
medifiers (varying fom 106 o 809 ) with water, ammaonium ace-
tate, and ammanium formate buffers varying from 2 to 10 mmaold..
Fomic acid was added i increase the ionization to positive-made
electrospray inizaton, with detecting concenrations mnging from
005% to 1L5%. The flow ote was evalusted 2= (14-1.2 mlfmin.
Some amlyicd alumns were evaluated by owr varying e s
tionary phase (CF and C18) and lengh (50-150 mm), all with an
id of 4.6 mm ad perticle size of 5 pm. The njection volumes
were evalmied over a range of 2-30 pl. The aim was i obiin a
separaton of OLZ and the IS with a2 good peak shape (2symmetry
hetween 0.9 and 1.2) and the shortest possible izl nm time with-
out hiokgicld matrix inerfermce.

Afier the chromamngraphic condiions for the amlysizs were
detamined, e ionizgion soune was opimizxd. The soure and
desolvation gz= temperatme, disance from pohe o cone, and
g2 flow were adjuwsied v maimize the sigmal and o ncease
the sigmalnoise rafio.

Preparation of the working sohitions and quality contral
standards

Sock soluions of OLZ and the IS (1 me'ml) wer prepared by
dismaolving and diluting the dmgs inio the requined concentmtions
af acetonimile (10, 15, 30, 60, 90, 100, 130, 160, 180, 2nd 200 ng’
mlL} for OLZ The IS working solution was also prepered in acein-
mitrile 2t & conceniration of 1000 ngfml.. The caliaton curves for
OLE were prepared in human plasma at eight concentmtions (1.0,
L5, 3.0, 6.0, 100, 13.0, 160 and 2010 ngfml.}, and all amncentra-
tion levels were reached with the same di ktion facior. Quality con-
ol samples were ako prepered in humen plasma at 3, 9, and
18 ngfml. (LOC, MOC and HOC, respectively ). For éhe infusion
sindies of e M5 optimization, the sanples were prepared at 2 con-
centration of A ngfml. in water : acetnmitrile (50 : 50vi)

Sample prepamtion

Plema samples (400 L) were mamsfemed o a 2-ml. polypropyl -
ene vid o which the IS (50 gL, 1000 ngfml) 2nd 1 5-ml. MTBE
were alded and vortex mixad for 1 min. The sanples were cenii-
fuged for 5min & 3000 x g The mueows phase was then dis-
caxled and the arganic phase wx mamsfemed o 2ml ghes vids
The solvent was evaporaied to dryness at 40FC under a stream of
mitagen. The residue was re-dissolval in 250-pl. acetoni-
tile : water (1: 1 viv) of which 200 pgl. wx mamiEmed inio a
250gl gl vial and placed in e anampler for anal yss.

Validation of the method

The experiment to assess the ME, REC, and PE was determined
by wing tee 0L quality control validsion samples (LOC,
MOC and HOC)L Three baiches of samples were prepamd. The
first haich was prepared in acetomitrile @ water (1: 1 viv) (A), fe
secomnd hach consised of exnctal blank plama spiked with
OLZ in acetomitrile : water {1 : 1 vA) (B), and ¢he #hird bach
inchided ple=ma samples with preexmaction spiked OLZ T
The avemge peak arem responzes (o = &) were wed o calabie
the ME, REC, and PE The calaubfions were as follows: ME
(%) = (BA x 100} REC (%)= OB = 100 and PE (%) = CF
A x 100, where A, B, and C mfer @ the prepared solusons. ™
For precision (elative standerd deviation) and acury (ela-
tive emor) smdies, fmee qulity conim] =mples wem prepaned
with five replicates ench, and then amalysal on the =me day
(intra-day precision and amoumcy ) and on three comeantive days
(inter-day precision and acouracy). Linearity was evahnted using
three different calibrafion curves, where the deferminasion coeffi-
cient md B wer cakubaed along with he precision and accu-
racy of each ooncentration leve of the clibation ourve
Additinally, the stahility of the solutions and plasma samples
were evalizied during e method valideion OLZ sindk sohtions
and OLF in human plama were analysed at two quaity control
leves, LOC and HOC (oomesponding i 3 and 18 ngfml., respec-

£ 14 Wilsy Pablishing Asla Pry Lid

140



Determining the pravence of olanzgpine NN

tiveyl, both affer incubation for 6h at room Eemperamne (21-
23C) and afier 5 days at S°C. Postextraded samples wee kept
in e aunampler at S°C; non-extracied smples were kept at
mowmn emperate (21-23C) (short temm) and at —7T0FC (long
temm), followed by gree Feeze—thaw cycles 24 h each oycle). All
ples were comparal o ] concenrations and feshly
preparal OLF smples at the sme concentmtion level The em-
pemtures and test durations were chosen based on relevant clinica
lzhoratory conditions and phamacokinetic study design.

Selection of voluntesrs

Twenty-eight heabhy Brazilian men, me 1545 years, wolun-
teered for and were included in fhis sdy hesead on hedr medical
hisiry, physical examination, 12dead elecrocrdiography, and
lzhoratory tesss (haematolagy, blood binchemistry, hepatic func-
tion, and windysis) camied out before the study and at ik con-
clusion. Inclusion criteria were waght within 15% of the ideal
hady weight, shsence of heart, Kidney, neumdogical, or mehalic
diseses; and no hisiory of drug hy persensitivity. Exchision crie-
ria were shnommel valies on physical examination, electnocrdi-
agraphy, or lavoainry st ongoing pharmacologicl Teatment;
and history of alaohol or dmg abuse. Vohmieers were insmucted
to ahstin from taling any medication | week hefore fe =sudy
and during te smdy. All shjeck signed the conzent form
appraved by the Bhics Commigtes of the Federal University of
Pemamiuca (CAAE — 0224.0.17 2.000-09)

Fualy desigm

The study was an open-khel, randomized, two-period, wo-Teat-
ment, tweesajuence, 2 x 2 cussover ial, balnced investigation
of a single aral dose of OLZ (104mg @bled) and a costed oral
tablet Zypexa) to evaluste the rdative ozl bimvaibhility of
these formubstions. Subjects weae mndomly =signal to one of
two groups. During the fimt smdy period, the volunteers in one
grup recdved a single 10-mg dose of fe eference produc
(Zyprexa), while the wolunizers in the ota group received a sin-
gk 10mg dse of fe et produa (OLZ; Crisdlia, Sa0 Pal,
Brazil) aconding © a2 randomization schedule In the second
siudy periad, te order of the groups was Evemed

The products were administerad in the moming with 300-ml.
water after a 1(kh fasting periad Mo food was allowed for 3h
and 15 min after ingestion of the dose. Suhjects in bath grous
wer provided with sandard meak: lunch, 2 smack, and supper
3 hand 15 min, 8h, and 12 h, respectively, afier drug adminis-
tration. The wolunteers did not ingest any alooholic hevemges or
fond and drinks conining caffeine or xanthine during e tral

Venous blond smples (8 ml) were collecied bedre dosing
and at (L5, 1.0, 2.0, 30, 410, 45, 51, 55, 60, &5, 70, 7.5 80,
.0, 10, 120, 180, 240, 4810, and 720 h after dosing. Follow-
ing centifugaton for 5 min at 3000 x g, pla=ma =mples wene
sinmd in palypmpylene cryogenic mbes a1 —T0FC until analyss.

Pharmamkinetic and statistical analysis

The pharmacokinetic parameters of OLZ daermined for ge nef-
erence ad et formubions wee the O, Tou, ALC; , and
Al s, Ky (elimination rae comstnt) and Tz (elimination

halflife) caloulated by non-oympermental andysis wing wesos-
1™ vemion 5.2.1 (Pharsight Comporation, Sumyvale, CA, TISA)L

The Cne 2nd Toue were ohtained direcly from the ancentra-
ton-fme cove The ATC,  wa estimatal by inegraton using
the mapezoidal rule from Sme xero to the <t mesxurahle concen-
tration at time 1. Ko was calabtal gwough e application of a
log-linear regression amalysis in & least the st three quantifishle
conenirafions of DL Ty we chubied = 089VE; and
AlUCo wax cakubied ax AT, + O/, whene C; is the las

avva was performed on logandimically tensformed valuies of
the pharmacokinetic perameters Cmee, AL, 2nd AL 0. The
anew a4 madel included the sequence, formulstion, and period a=
fined effects, while subjects nesied within e sequence were
meddled 2= mndom effect These effacts were exted at the 5%
leve of significance. ™

To determine the hioequivalence between the producs, 90%
comfidence inervas were cloulgied for the miio of the Cp, and
AU, , valies for the test and reference produck, with logasi-
mically mamsformal deta. The producs were comsidemd bio-
equivalent if the A% confidence inerval for AUCE, and Crye
fiell within 80-125%.*

Talerability

Tolerahility wx amesal by a dinician who monitwed vigl
signs (hlood pessum in the upper arm hased on sphygmoma-
nometry mnd heart mie) at admission o the hospital, hefore dmug
adminisration, and at 30, 7.5 100, 18.0, 240, 480, and 720 h
afier drug adminismtion. The subjects were inerviewed a1 each
=mampling time and at each meal, and advere evenis sponzne-
ously reponted during the cmrse of te study were registerd.

CONCLUSHINS

We have desaibed a simple and rapid LO-MS/MS method for
the quantification of OLZ in human pl=me, which showed an
acepizhle pecision and adequate semsifivity. This method was
suoesshully applied to 2 dinical pharmecokinetic smdy of DL
(10amg whlas) n healhy male wlinters. The reals of e
comperism analyis of e phamambinetics e I accondance
with similar published studies.
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