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Sumario: Tem se notado um maior interesse pelo desenvolvimento de métodos analiticos
eficazes que assegurem o controle de qualidade para farmacos. Baseando-se neste fato, este
trabalho visou desenvolver uma metodologia analitica para quantificacdo da olanzapina,
um farmaco antipsicético de grande relevancia na terapeutica por cromatografia de alta
eficiencia aclopada a espectometria de massas. Para tanto foi pesquisado na literatura as
caracteristicas fisico-quimicas do farmaco, e com posse desses dados foi realizada a
recuperacdo do farmaco do plasma humano, e em seguida estabelecida as condicGes
espectrométricas e 0s parametros cromatograficos de otimizacdo da hifenacdo (CLAE-
EM/EM). O solvente MTBE e o pH 9,4 produziram uma maior recuperacdo e maior
eficaicia no processo de extracdo. Os  tempos de retencdo OLZ/VLX foram
respectivamentes 4,2 min/ 3,1 min, com tempo de andlise de 6,5 minutos. Na
Espectometria de massas foram observados picos correspondentes as massas da
OLZ/VLX de 313,167/ 278,184 respectivamente, equivalentes com as massas de suas
moléculas protonadas. O método demonstrou ser eficaz quanto aos parametros analisados
Os resultados deste trabalho tornaram-se importantes no controle de qualidade da
Olanzapina.
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INTRODUCAO
A Esquizofrenia segundo a Organizacdo Mundial de Saide (OMS) afeta mais de 21
milhGes de pessoas em todo o mundo, cerca de 1% da populacdo em geral, normalmente
acomete jovens de 15 a 35 anos, causando-lhes sintomas incapacitantes que afetam o modo
de se portar e interagir com outras pessoas. (RANG et al., 2012). Para o tratamento da
esquizofrenia a Olanzapina é um dos antipsicoticos mais prescritos no Brasil e em todo o
mundo. (ESTHER et al., 2010). A mesma foi sintetizada em 1982, pela industria inglesa
Eli Lilly a partir da clozapina (BRASIL, 2015). Pertence ao grupo dos
tienobenzodiazepinicos, atua sobre o sistema nervoso central, causando melhorias nos
pacientes com esquizofrenia, mania transtornos bipolares e transtorno de personalidade
limitrofe. (REGO et al., 2010). No Brasil, foi o terceiro farmaco de maior impacto
financeiro padronizado no Componente Especializado da Assisténcia Farmacéutica em
relagdo ao total financiado pelo SUS, em 2012/2013 (BRASIL, 2014). O Desenvolvimento
do método bioanalitico ¢ de suma importancia, principalmente no que concebe o
isolamento e quantificagdo do farmaco na matriz biologica, visto que esta € muito
complexa, para se ter um método que garanta este isolamento sdo necessarias técnicas de
alta seletividade e exatiddo. (BEDOR, 2007). O método utilizado para o doseamento foi a
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas. Esta apresenta uma alta
sensibilidade e alta seletividade que séo as caracteristicas ideais para a bioanalise. Desta
forma O objetivo deste trabalho é desenvolver um método de quantificagdo da Olanzapina
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em plasma humano, utilizando a técnica CLAE-EM/EM, garantindo boa seletividade e boa
sensibilidade.

MATERIAIS E METODOS

Objetivando estabelecer especificacbes para o controle de qualidade da olanzapina
realizou-se um estudo comparatativo com a substancia quimica de referéncia da olanzapina
(Lote, 01F0010611) utilizada na preparacdo dos padrdes de calibracdo e nos controles de
qualidade. O padrédo interno utilizado a venlafaxina (08263/2005) teor 100,82% cedida
pelo laboratorio Cristalia. A matriz biolégica empregada neste estudo, o plasma humano,
para o preparo das amostras de padrdo de calibragdo e de controles de qualidade foram
utilizadas amostras de plasma obtidas de colaboradores do NUDFAC (seis individuos
diferentes, volume aproximado de 42 mL). Para este trabalho utilizou-se a técnica de
extracdo liquido-liquido (ELL). As principais vantagens da ELL sdo as facilidades de
operacdo manual, o relativo baixo custo e a boa aplicabilidade em amplo espectro de
compostos, com extratos limpos, boa recuperacao e boa reprodutibilidade. (BEDOR, 2007;
ORLANDO et al., 2009). Trés diferentes tipos de amostras foram utilizadas durante o
desenvolvimento do processo de extracdo: 1) amostras de plasma fortificadas, preparadas
através da adicao de 10 uL da solucdo padrdo em 90 uL de plasma, obtendo assim amostras
contendo 5 ng/mL; 2) amostras de plasma “branco”, obtidas através da adi¢do de 10 uL de
acetonitrila em 90 uL de plasma; 3) solugdes padrdes, preparadas adicionando-se 10 uL da
solucdo padrdo em 90 uL de acetonitrila. O plasma utilizado no preparo dessas amostras
foi obtido da seguinte forma: Amostras de sangue foram coletadas de voluntéarios do
NUDFAC utilizando-se tubos contendo EDTA. Em seguida, foram centrifugadas por 5
minutos e os sobrenadantes foram transferidos para um tubo Falcon (15mL). Assim, um
pool de plasma foi obtido. Apds a realizacdo dos testes constatou-se que a utilizacdo de
MTBE como solvente extrator aliado a um pH alcalino (9,4), produz um menor efeito matriz e
uma maior recuperacéo e eficiéncia do processo para extracdo da OLZ. Apds a extracdo, as
amostras foram submetidas a otimizacao da separacdo utilizando a Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE). A fase mdvel utilizada para eluir a amostra e a coluna
cromatografica foram escolhidas de acordo com a resposta, com tempo de retencdo acima
do volume morto do sistema. O objetivo principal da separacdo cromatografica foi o de
obter uma retencdo do analito que demonstre seletividade e sensibilidade. Apo6s a
separacdo pela CLAE, a amostra foi introduzida no espectometro de massas, onde foram
testados diferentes modos de ionizacdo (Electrospray e lonizacdo Quimica a Pressdo
Atmosférica - APCI). Foram otimizados parametros de operacdo do equipamento, tais
como a diferenca de voltagem entre o cone e o capilar, a energia de colisdo, vazdo de
nitrogénio, resolucbes dos quadrupolos (Tune page) e a pressdo do gas de colisdo
(Argbnio) para cada um dos compostos a serem analisados (analito e seu padrdo interno).

RESULTADOS E DISCUSSOES
Os volumes de preparo das amostras foram

pH Concentra¢ Aliquota da Aliquota da Volume final (mL)
ao (mol L- solucdo A solucéo B
1)
(uL) (uL)
2,7 0,1 200 2000 10
3,7 0,1 200 200 10

4,7 0,1 200 20 10
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As condi¢bes cromatogréficas do método bioanalitico foram:

Descricéo Especificacao

Coluna cromatografica Kinetex HILIC 100 x 2,1 mm, 2,6 pm — Phenomenex

Pré-coluna Gemini NX C18 4 x 3,0 mm — Phenomenex

Temperatura da coluna T.A

Fase movel 85,5% ACN + 14,5% tampéo de formato de amonio
15 mM, pH 4,7.

Fluxo da fase movel 0,2 mL/min

Pressdo tipica da coluna 180 Kgf/cm®

Volume de injecao SuL

Temperatura do autoinjetor 4°C

Tempo de retencdo OLZ/VLX 4,2 min/ 3,1 min

Tempo de analise 6,5 minutos

As Condicdes espectrométricas foram:

Descricéo Especificacao
Modo de ionizacao ESI +
Voltagem do capilar (kV) 2231
Temperatura de desolvatacéo (°C) 750

Gas de desolvatacdo (GS1) 35

Gas de secagem (GS2) 35,2

Gés do cone de amostragem (CUR) 23,7

Gas de colisédo (CAD)* 3

O método utilizou-se da técnica CLAE-EM/EM, o padrdo interno selecionado, a
Venlafaxina, a matriz bioldgica: o plasma humano coletado para um tubo de polipropileno.
A extracdo foi do tipo Liquido-liquido, a quantificacdo, realizada através da resposta do
equipamento, obtida pela razdo entre a area do pico cromatografico do analito e a area do
pico do padrdo interno. O intervalo de linearidade estudado foi de 50 a 20.000 ng/mL.
Portanto evidenciou-se um método seletivo e sensivel.

CONCLUSOES

Ao término do trabalho verificou-se que método de extracdo liquido-liquido mostrou-se
simples e eficaz. com utilizacdo de solvente e pH adequado extraiu o analito da matriz de
forma satisfatoria. A metodologia CLAE-EM/EM mostrou-se eficiente, no que diz respeito
a seletividade foi evidenciada uma total separacédo entre o composto OLZ e o Padrédo VLX.
E no que diz respeito a sensibilidade também pois apresentou um baixo limite de
quantificacdo. Portanto 0 metodo mostrou-se valido para quantificacdo e controle da OLZ
em plasma humano.
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