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For such a model there is no need to ask the question "Is the model
true?". If "truth" is to be the "whole truth" the answer must be "No".

The only question of interest is "Is the model illuminating and

useful?"
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RESUMO

A esquizofrenia (SCZ) é uma condicao psiquiatrica debilitante que afeta aproximadamente
1% da populagdo mundial. A alta variabilidade observada na resposta cronica ao tratamento
da SCZ pode estar relacionada a disfun¢des da barreira hematoencefélica (BHE) que
impactam no transporte de farmacos antipsicoticos (APD) para o sistema nervoso central
(SNC). Com base na hipétese que a reducdo na penetracdo cerebral de farmacos para o
SNC em pacientes com SCZ poderia estar associada a resisténcia a farmacoterapia foram
desenvolvidas nanocépsulas poliméricas de nucleo lipidico (LNC) visando melhorar o
delivery de APD para o cérebro. Buscando aumentar a compreensao do papel deste tipo de
nanocarreador polimérico na disposicdo de farmacos para o0 SNC, nesta tese
desenvolvemos um modelo farmacocinético/farmacodinamico populacional (popPK/PD)
capaz de descrever as alteragfes na farmacocinética plasmaticas e na distribuicédo cerebral
da quetiapina (QTP) e nos niveis extracelulares corticais de dopamina ap0s administracédo
do farmaco em solucéo (FQ) ou nanoencapsulado (QLNC) a ratos machos e fémeas higidos
e com SCZ experimental (SCZ-like). QLNC (1 mg/mL) foram obtidas por nanoprecipitacdo e
apresentaram tamanho médio de 166 + 39 nm, baixo indice de polidisperséo (< 0,15) e alta
eficiéncia de encapsulagéo (93 + 1,38%). O modelo neurodesenvolvimental de SCZ induzido
pela administracdo de acido poliinosinico-policitidilico [poli(i:c)] a ratas prenhas foi utilizado
para obter os animais com SCZ experimental. Ratas Wistar prenhas (GD15) receberam
diferentes doses i.v bolus de poli(i:c). Déficits comportamentais na prole adulta (PND75)
foram avaliados pelos testes de labirinto em cruz elevado (EPM), inibicdo de sobressalto por
pré-pulso (PPI) e hiperlocomogéo induzida pelo MK-801 em comparacao a prole de fémeas
prenhas (GD15) que receberam volume equivalente de solugdo salina estéril (animais
higidos). Ratos SCZ-like foram tratados com FQ e QLNC havendo restauragédo dos déficits
apresentados no PPI apenas quando o farmaco nanoencapsulado foi utilizado. Para a
investigacdo PK amostras de plasma e microdialisado cerebral (hipocampo ventral — HIP e
cortex pré-frontal medial - mPFC) foram coletadas de machos e fémeas higidos e SCZ-like
ap6s administracdo intravenosa de FQ (5 e 10 mg / kg) ou QLNC (5 mg/kg). Observou-se
uma reducao significativa da exposicao cerebral livre a QTP quando ratos SCZ-like foram
administrados com FQ em comparagdo com animais higidos. Utilizando modelagem
farmacocinética populacional (popPK), um modelo semi-mecanistico capaz de descrever a
farmacocinética plasmética e a distribuicdo cerebral da QTP administrada como FQ a
animais higidos e SCZ-like foi desenvolvido. O transporte bidirecional da QTP através da
BHE foi parametrizado como CLi, € CLow. Animais SCZ-like apresentaram uma reducgdo
significativa no transporte através da BHE (CLin: 0,019 L/h/Kg e CLouw: 0,017L/h/Kg) em
comparacdo com animais naive (CLi,: 0,045 L/h/Kg e ClLou: 0,023 L/h/kg). Além disso,



demonstrou-se que quanto pior o desempenho do animal no PPI, mais comprometido esta o
transporte de influxo de QTP através da BHE, indicando que a penetracdo de APD como a
QTP esta diminuida na SCZ e pode contribuir para a resisténcia observada ao tratamento
farmacologico da doenca. Aumento da exposicao cerebral & QTP foi observado em animais
SCZ-like quando QLNC foi administrada. O modelo popPK foi entdo expandido para
descrever as diferentes caracteristicas da QLCN: liberacédo da QTP in vivo do nanocarreador
no plasma (Krelgast: 0,261 h' e Krelsiow: 0,00047 h™) e mecanismo de distribuicdo da QTP
para os tecidos e cérebro governado pelo nanocarreador (CLinnano: 0,067 L/h/kg). Para
investigacdo da PD um método bioanalitico versétil por CLAE-MS/MS foi desenvolvido e
validado para determinacdo simultanea de monoaminas (MNT): dopamina (DA), acido 3-4-
diidroxifenilacético (DOPAC), acido homovanilico (HVA), serotonina (5-HT) e acido 5-hidroxi-
indol-acético (5-HIAA) em amostras de microdialisado cerebral. O método foi aplicado para
monitorar as alteragbes de concentracdo de MNT em amostras de dialisado obtidas do
mPFC de prole de animais higidos e SCZ-like antes e ap0s a administragdo de QTP 5 mg/kg
i.v. bolus (FQ e QLNC). Alteragfes na linha de base da DA apds administracdo do farmaco
nao foram significativas em animais SCZ-like administrados com FQ. Quando ratos SCZ-like
receberam QLNC, observou-se um aumento dos niveis de DA semelhantes aos observados
em animais higidos. Modelo de resposta indireta semi-mecanistico popPK/PD desenvolvido
permitiu entender como FQ e QLNC afetam as concentracbes extracelulares de DA. Um
aumento de cerca de trés vezes de no valor de ECs (1,75 ng/mL para 4,97 ng/mL) para a
QTP foi observado em ratos SCZ-like em comparacdo com animais higidos. QLNC né&o
alterou os parametros PD, pois ndo foram observadas alteracdes no ECsy ap0s
administracdo dessa formulacao. No entanto, como a LNC modula a exposicdo cerebral a
QTP foi observado um aumento dos niveis de DA no mPFC mostrando a importancia do
componente farmacocinético na variabilidade do tratamento farmacolégico da SCZ. A
abordagem presente nesta tese é Util para entender possibilidades e limitacdes dessas
nanoformulacdes no delivery cerebral de farmacos, permitindo utilizar dessa estratégia para

melhorar o tratamento farmacolégico da SCZ.

Palavras-chave: nanocapsulas poliméricas de nucleo lipidico, esquizofrenia, poli(i:c),
modelo neurodesenvolvimental de esquizofrenia, delivery cerebral, modelo popPK, modelo
popPK/PD



ABSTRACT

Pharmacokinetic/Pharmacodynamic (PK/PD) Model of Quetiapine Lipid Core
Nanocapsules in a Neurodevelopmental Animal Model of Schizophrenia

Schizophrenia (SCZ) is a debilitating psychiatric condition with a lifetime prevalence of 1%
worldwide. The incidence of this psychic disorder is slightly higher in men than in women,
and women have less severe symptoms and better prognosis. The high variability observed
in chronic SCZ response to treatment may be partially related to blood-brain barrier (BBB)
dysfunction and consequent alterations on antipsychotic drug transport to central nervous
system (CNS). We hypothesized that limited drug delivery to CNS in SCZ patients could be
associated with pharmacotherapy resistance and developed lipid core nanocapsules (LNC)
aiming to improve drug targeting to the brain. Viewing to increasing the understanding of the
role of this type of drug delivery systems in brain drug disposition, in the current study we
developed a population pharmacokinetic/pharmacodynamic (popPK/PD) model capable of
describing changes in QTP plasma and brain pharmacokinetics and dopamine levels in brain
after drug administration in solution (FQ) or encapsulated (QLNC) to naive and
schizophrenia-like (SCZ-like) male and female rats. QLNC (1 mg/mL) were obtained by
nanoprecipitation and presented average size of 166 = 39 nm, low polydispersity index (<
0.15) and high encapsulation efficiency (93 + 1.38%). Neurodevelopmental model of SCZ
induced by the administration of viral mimic polyinosinic—polycytidilic acid [poly(i:c)] to
pregnant rats, which has face, construct and predictive validity, was used to produce the
SCZ-like animals. Pregnant Wistar dams (GD15) received different i.v. bolus doses of
poly(i:c). SCZ-like deficits in male and female adult offspring (PND75) were accessed by
elevated plus-maze (EPM), pre-pulse inhibition of the startle response (PPl) and MK-801-
induced hyperlocomotion in comparison to offspring of pregnant dams (GD15) that received
the same i.v. bolus volume of saline (naive animals). SCZ-like animals were treated with FQ
and QLNC showing restoration of the PPI deficits only when drug encapsulated was used.
For PK investigation, plasma and brain microdialysis samples (ventral hippocampus — HIP
and medium prefrontal cortex -mPFC) were collected from male and female, naive and SCZ-
like animals following intravenous dosing with FQ (5 and 10 mg/kg) or QLNC (5 mg/kg). A
significant reduction of the extent of QTP unbound brain distribution was observed in SCZ-
like animals dosed with FQ formulation when compared to naive offspring. Using population
model based approach (popPK) a semi-mechanistic two-compartment model was identifiable
both in blood and in the brain after administration of FQ formulation to naive and SCZ-like
rats. Bi-directional transport of QTP across the BBB was parametrized as CLi» and CLou.

SCZ-like animals presented a significant reduction in the rate of BBB transport (CLi»: 0.019



L/h/Kg; and CLouw: 0.017 L/h/Kg) in comparison to naive animals (CLi: 0.045 L/h/Kg and
CLou: 0.023 L/h/Kg). Using the PPI test it was possible to demonstrate that the greater
reduction in PPI, the more compromised is the influx transport across BBB, indicating that
the cerebral penetration of antipsychotics such as QTP is decreased in SCZ and may
contribute to the resistance observed with pharmacological treatment. An increased brain
exposition was observed in SCZ-like animals when QLNC was administered. The popPK
model was expanded to describe different features of the QLNC formulation. The final model
describes QTP in vivo release from QLNC in plasma (Krelgast: 0.261 h-1 and Krelsiow:
0.00047 h-1) and support a mechanism of the LNC governing QTP distributing into brain and
tissues (Qnanomssuesrain 0.067 L/h/Kg). For the PD investigation, a versatile method was
developed and validated for simultaneous determination of the monoamine neurotransmitters
(MNT) dopamine (DA), 3-4-dyhydroxyphenilacetic acid (DOPAC), homovanilic acid (HVA),
serotonin (5-HT) and 5-hydroxyindolacetic acid (5-HIAA) in rat brain microdialysate samples
using high-performance liquid chromatography tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). The
method was applied for monitoring the concentration changes of MNT in microdialysate
samples from mPFC of male and female naive and SCZ-like animals before and after QTP 5
mg/kg i.v. bolus dosing as FQ and QLNC. Only DA showed differences form baseline after
QTP dosing. Changes in DA baseline were not observed in SCZ-like animals after FQ
dosing, however when the animals received QLNC formulation an increase in DA levels
similar to that observes in naive animals was observed. A semi-mechanistic popPK/PD
indirect response model was developed allowing understanding how FQ and QLNC
formulation affects DA concentrations in naive and SCZ-like rats. SCZ status increased QTP
ECso values about three times in comparison to naive animals (from 1.75 ng/mL to 4.97
ng/mL). Nanoencapsulation did not alter PD parameters, since no alterations were observed
in ECso after QLNC dosing. However, because LNC modulate QTP brain delivery and
increase in DA levels in mPFC was observed, showing the importance of the
pharmacokinetic component to overcome the variability observed in SCZ pharmacological
treatment. The present model-based approach is useful to better understand the possibilities
and limitations of these nanoformulation in drug delivery to the brain opening the possibility

to use this approach to improve SCZ-treatment limited response rates.

Keywords: Lipid core nanocapsules; schizophrenia; poly(i:c) model of schizophrenia;

guetiapine; microdialysis, brain delivery, popPK model, popPK/PD model.
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A esquizofrenia (SCZ) é uma condic&o psiquiatrica cronica, heterogénea
e debilitante desencadeada por fatores genéticos, epigenéticos e ambientais
gue interferem coletivamente com a maturacao e o desenvolvimento normal do
cérebro (INSEL, 2010; RAPOPORT, GIEDD & GOGTAY, 2012; MILLAN et al.,
2016).

A SCZ acomete cerca de 1% da populagdo mundial sendo normalmente
diagnosticada em adultos jovens. Possui uma importante carga
socioeconémica devido aos custos diretos e indiretos que decorrem da
cessacao de uma vida produtiva e independente e relacionado a assisténcia ao
paciente durante a utilizagéo de servigos hospitalares (INSEL, 2010; MILLAN et
al., 2016).

O tratamento farmacologico da SCZ baseia-se principalmente no
controle dos sintomas positivos da doenca com o uso de antipsicéticos tipicos,
atipicos ou suas associa¢ces. Embora a importancia desses tratamentos deva
ser reconhecida, ainda existe uma alta variabilidade na resposta terapéutica:
60% dos pacientes respondem parcialmente e 30% sdo considerados
resistentes ao tratamento com antipsicéticos (SUZUKI et al., 2011).

Além da alta variabilidade terapéutica, estudos publicados recentemente
tém evidenciado diferengas importantes na fisiopatologia da esquizofrenia e na
resposta ao tratamento farmacolégico entre homens e mulheres (BALE &
EPPERSON, 2015; HILL, 2016). No ambito da pesquisa pré-clinica, porém, a
utilizacdo de fémeas ainda é incomum em estudos para desenvolvimento de
novos farmacos ou terapias com antipsicéticos, limitando a compreensao das
alteracdes farmacocinéticas e farmacodinamicas relacionadas as diferencas
sexuais.

A alta variabilidade na resposta terapéutica pode estar associada a
alteracdes na barreira hematoencefalica (BHE) causadas pela SCZ, como o
aumento da expressao de transportadores de efluxo, por exemplo, que podem
limitar a distribuicdo dos antipsicéticos para seu sitio de acdo no sistema
nervoso central (SNC). Relatos na literatura indicam que ha uma forte
influéncia reguladora do estrégeno na expressao de transportadores na BHE
de ratos Wistar, podendo haver uma alteracdo dos mesmos em estados
patolégicos como a esquizofrenia (MORRIS; LEE; PREDKO, 2003). Essa

29



influéncia poderia resultar em alteracdes na penetracao cerebral de farmacos
antipsicoéticos em fémeas em comparacao com machos.

A utilizacdo de diferentes tipos de nanocarreadores de farmacos como
nanoparticulas poliméricas, lipossomas e nanoparticulas lipidicas sdlidas €&
uma estratégia promissora que poderia contribuir para melhorar o delivery
cerebral de antipsicoticos devido a capacidade desses sistemas de modular a
farmacocinética e a distribuicdo tecidual de farmacos (ABBOTT et al., 2010;
GABATHULER, 2010; LINDQVIST et al., 2013).

O grupo de Nanotecnologia Farmacéutica da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul (UFRGS) desenvolveu e tem estudado extensivamente uma
formulacdo de nanocarreadores poliméricos composta por uma dispersao de
triglicerideos do &cido caprico e caprilico e monoestearato de sorbitana
envelopados por uma parede polimérica formada de poli(e-caprolactona) e
recoberta com polissorbato 80: as nanocépsulas poliméricas de nucleo lipidico
(LNCs) (JAGER et al., 2009; VENTURINI et al., 2011; JORNADA et al., 2012;
FIEL et al., 2014).

Utilizando a quetiapina (QTP), antipsicotico atipico de 22 geracdo como
farmaco modelo, obtivemos nanocéapsulas poliméricas de nucleo lipidico com o
farmaco (QLNC) e avaliamos o delivery cerebral em ratos Wistar machos
sadios. Os resultados demonstraram que as QLNC foram capazes de alterar a
farmacocinética plasmatica da QTP administrada por via intravenosa,
promovendo uma reducdo significativa no clearance total do farmaco e
consequentemente um aumento significativo da meia-vida e da area sob a
curva plasmatica (ASC), quando comparado com a mesma dose do farmaco
administrada em solucdo (CARRENO, 2016a).

Através da técnica de microdialise cerebral, que permite determinar as
concentracbes farmacologicamente ativas na biofase, demonstramos que as
QLNCs atravessam a membrana luminal da BHE carreando a QTP, néo
permitindo que o farmaco nanoencapsulado interaja com os transportadores de
efluxo (CARRENO et al., 2016b). Esse fato foi evidenciado pela diferenca
significativa no fator de penetracdo hipocampal quando o farmaco foi
administrado em solucéo (fT = 1,55 £+ 0,17) ou nanoencapsulado (fT = 0,88 *
0,21) na auséncia e na presenca da probenecida (fTsolugdo = 0,94 + 0,15 e
fTQLNC = 0,92 + 0,13), um inibidor do transportador de influxo.
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Na investigacdo da penetracdo cerebral da QTP nos estudos conduzidos
previamente (CARRENO, 2016a; 2016b), no entanto, foram utilizados ratos
machos sadios. Desse modo, as altera¢des causadas na BHE tanto pela SCZ
quanto pelas diferencas de género e, consequentemente, na distribuicdo
cerebral do farmaco nao foram investigadas. Além disso, a exposicao
hipocampal a QTP livre nos animais sadios que receberam o farmaco
nanoencapsulado (ASCoesh = 259 * 62 ng*h/mL/kg) foi semelhante a
determinada nos animais que receberam o farmaco em solucédo (ASCo-ss = 224
+ 51 ng*h/mL/kg), apesar de termos determinado aumento das concentracdes
cerebrais totais (ASCo-sh de 3,47 pg-h/g para 5,94 pg-h/g) com o uso da QLNC.
Embora sem quantificacdo, observou-se que 0s animais que recebiam as
QLNC apresentavam efeito sedativo mais pronunciado do que 0s animais que
recebiam o farmaco em solucéo, indicando a necessidade de determinacao das
concentracoes livres da QTP em outras regides cerebrais. Essas questdes em
aberto justificam a continuidade dos estudos com as QLNC em modelo animal
capaz de mimetizar as alteracbes neuronais e 0s padrdes comportamentais
observados em pacientes esquizofrénicos, bem como investigar se o sexo pode
alterar o padrdo de distribuicdo do farmaco, tanto livre quando
nanoencapsulado, nesse modelo de SCZ.

O modelo neurodesenvolvimental de esquizofrenia por injecao
intravenosa de acido poli-inosinico:policitidilico [poli(i:c)] a ratas prenhas
(ZUCKERMAN et al., 2003; ZUCKERMAN & WEINER, 2005; PATRICH et al.,
2016) resulta em filhotes que na idade adulta apresentam um fendotipo
neurobioldégico e comportamental muito semelhante ao observado na SCZ
humana (PATRICH et al.,, 2016; PIONTKEWITZ, ARAD & WEINER, 2011).
Esse modelo pré-clinico é considerado preditivo e confiavel, podendo ser
utilizado na investigacdo da disposicdo cerebral e efeito antipsicotico de
farmacos e na extrapolacdo da investigacdo de novas estratégias
terapéuticas farmacologicas (MOLLER, SWANEPOEL & HARVEY, 2015).

Uma melhor compreensao da relagcdo concentracdo livre versus efeito
farmacoldgico nos locais-alvo do SNC é fundamental para o entendimento e
desenvolvimento de novas terapias farmacoldgicas que sejam efetivas para
doencas como a SCZ ja que, ainda hoje, hA uma escassez de informacdes
sobre essas relagdes (SRINIVAS; MAFFUID; KASHUBA, 2018).
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A modelagem farmacocinética-farmacodinamica (modelagem PK/PD) é
uma ferramenta matemética e estatistica que objetiva estabelecer relacdes
entre a exposicao (PK) e o efeito (PD) de um farmaco e que tem sido cada vez
mais utilizada para caracterizar e prever o curso temporal das respostas
farmacodinamicas tanto em estudos pré-clinicos quanto em estudos clinicos
(DANHOF et al., 2008, HURTADO et al., 2014; ZIMMERMANN et al., 2015)

Através do desenvolvimento de um modelo PK/PD populacional (modelo
popPK/PD) € possivel investigar as fontes de variabilidade dos parametros
farmacocinético e do efeito farmacodinamico intra e inter-individuos, tais como
condi¢Bes patologicas, massa corporal, sexo, idade, entre outros, que causam
alteracOes na resposta terapéutica, permitindo uma melhor compreensao da
relacdo entre esses fatores e a exposicao/efeito do farmaco (ZHOU et al.,
2015). Além disso, os modelos popPK/PD permitem descrever, simular e
prever o efeito farmacolégico em funcdo do tempo resultante de um regime
posolégico adotado em individuos saudaveis ou em uma condicao patolégica
como a SCZ, como no presente caso, levando em consideracdo a variabilidade
entre os individuos da populacdo estudada (BARBOUR, SCALIONE &
DERENDOREF, 2010).

Os modelos popPK/PD pré-clinicos descritos na literatura para
antipsicaticos utilizam dados de PK (concentracdes de farmaco no plasma e
no tecido cerebral) in vivo em animais saudaveis e dados de PD (ocupacao
de receptores dopaminérgicos, D2, e serotoninérgicos, 5-HT2A) in vitro para
estabelecer uma relagéo temporal do efeito de farmacos como a risperidona
e a olanzapina e realizar simulacbes para prever o efeito em humanos
(JOHNSON et al., 2011, 2014; KOZIELSKA et al., 2012).

O desenvolvimento de um modelo popPK/PD para a QTP capaz de
descrever a modulacédo da disposicao livre cerebral do farmaco e o efeito
farmacologico resultante da nanoencapsulacdo observados em modelo
animal de esquizofrenia, tanto para machos quanto para fémeas, representa
uma estratégia inédita na literatura e permitira determinar de que maneira 0s
nanocarreadores modulam os parametros PK/PD desse antipisotico,
permitindo avaliar as vantagens do seu uso e gerando ferramenta importante

para investigacao de posologias eficazes para o farmaco.

32



OBJETIVOS







2.1. Objetivo Geral

Estabelecer um modelo popPK/PD capaz de descrever as alteracbes
farmacocinéticas e farmacodinamicas da quetiapina nanoencapsulada em um
modelo neurodesenvolvimental de esquizofrenia em ratos Wistar machos e

fémeas.
2.2. Objetivos Especificos

1. Implementar o modelo neurodesenvolvimental de esquizofrenia em ratos
Wistar machos e fémeas através da ativagdo imune pré-natal induzida

por poly(i:c) nas condi¢des do laboratério;

2. Validar metodologia bioanalitica para a quantificacdo dos
neurotransmissores: dopamina, serotonina e seus metabdlitos (acido
3,4-diidroxifenilacético - DOPAC, &cido homovanilico - HVA e &cido 5-
hidroxi-indolacético - 5-HIAA) por técnicas de cromatografia liquida de

alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (LC-MS/MS);

3. Avaliar comparativamente a farmacocinética plasmatica e a distribuicdo
cerebral da QTP, através de microdialise hipocampal e cortical, em ratos
Wistar machos e fémeas com esquizofrenia experimental apoés
administracdo intravenosa do farmaco em solucao e encapsulado na
LNC;

4. Estabelecer modelo populacional (popPK) para descrever a
farmacocinética plasméatica e cerebral (cortex pré-frontal e hipocampo)
da QTP em animais sadios e em animais do modelo
neurodesenvolvimental de esquizofrenia apés administracdo do farmaco

em solugéo ou nanoencapsulado (QLNC);
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5. Investigar, por microdialise cerebral, as alteracdes nos niveis
intersticiais corticais de dopamina, serotonina e seus metabdlitos de
ratos Wistar machos e fémeas sadios e com esquizofrenia experimental
apos a administracao intravenosa de QTP em solucao e encapsulado na
LNC;

6. Estabelecer um modelo popPK/PD capaz de descrever as alteracdes na
farmacocinética plasmatica, na distribuicdo cerebral e na resposta a
guetiapina livre e nanoencapsulada administrada a ratos Wistar machos
e fémeas sadios e em animais do modelo neurodesenvolvimental de

esquizofrenia.

Os objetivos especificos desta tese foram organizados na forma de
quatro capitulos que correspondem a artigos cientificos e incluem uma breve
revisdo de cada tema, materiais e métodos, resultados e discussdo. Os artigos

encontram-se na sequéncia do texto da seguinte maneira:

Capitulo 01: “Quetiapine lipid core nanocapsules restore prepulse inhibition
deficits in a neurodevelopmental model of schizophrenia in male and female

rats”, que reune resultados referentes ao objetivo especifico 1.

Capitulo 02: “A versatle LC-MS/MS method for determination of
neurotransmitters in microdialysis samples applied to investigate the effect of
quetiapine in schizophrenic like animals” que reune resultados referentes ao

objetivos especificos 2.

Capitulo 03: “Semi-mechanistic pharmacokinetic modeling of lipid core
nanocapsules: understanding quetiapine plasma and brain disposition in a
neurodevelopmental animal model of schizophrenia”, que reune resultados

referentes aos objetivos especificos 3 e 4.

Capitulo 04: “Pharmacokinetic/pharmacodynamic modeling of cortical
dopamine levels after quetiapine lipid core nanocapsules administration to
schizophrenia phenotyped rat”, proposta preliminar de artigo que reune

resultados referentes aos objetivos especificos 5 e 6.
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3.1. Esquizofrenia: Aspectos Gerais

A SCZ é um transtorno mental crénico e multifatorial caracterizado por
distorcbes do pensamento, das emocdes, da percepcdo de si mesmo e
também por afetos inapropriados ou embotados (CANDIAGO et al.,, 2013;
INSEL, 2010; KAHN; SOMMER, 2015; MILLAN et al., 2016; SILVA et al.,
2017). Na nota descritiva N° 397 publicada em 2016 pela Organizacdo Mundial
da Saude (OMS) estima-se que a SCZ afeta mais de 21 milhdes de pessoas
em todo mundo, comprometendo consideravelmente o desempenho educativo
e laboral do paciente, que sofre também com a estigmatizacdo da doenca e a
discriminacao social (SILVA et al., 2017).

Os portadores de SCZ apresentam sinais e sintomas caracteristicos que
podem ser classificados em “positivos”, “negativos” e “cognitivos”. As crises
psicoticas recorrentes sao o principal sintoma positivo e causam perda do
contato com a realidade, principalmente através da desorganizacdo do
pensamento (transtorno do pensamento formal), alucinacdes visuais, auditivas,
gustativas e tateis, bem como delirios do tipo parandide. O conjunto de
sintomas negativos caracteriza uma sindrome amotivacional representada por
expressdo emocional diminuida, isolamento social, incapacidade de sentir
prazer (anedonia), perda da capacidade de tomada de decisdes e auséncia de
forca de vontade (abulia). Os sintomas cognitivos afetam o raciocino e a
aprendizagem, causando déficits de memoria, funcdo executiva e linguagem
(SAHIN; DOOSTDAR; NEILL, 2016).

Até o momento nao foi identificado nenhum marcador bioquimico ou
teste laboratorial para diagnosticar a SCZ (LAl et al., 2016). O diagnostico da
esquizofrenia é baseado em critérios estabelecidos no Manual Diagnéstico e
Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-5) da Associacdo Americana de
Psiquiatria e na Classificacdo Internacional de Doencas e Problemas
Relacionados a Saude (CID), publicado pela OMS. Esses critérios consideram
a presenca e a duracdo de sintomas positivos, negativos e cognitivos e
também o impacto desses sintomas na vida social e ocupacional do paciente.
Sao consideradas, ainda, as associagfes com outras condigbes psiquiatricas,

transtornos de humor e até mesmo a utilizagdo de drogas de abuso.
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Devido a sua alta complexidade, a SCZ pode ser classificada em
diferentes subtipos clinicos, sendo os principais: paranoide, com predominio de
delirios persecutorios e alucinagcbes; hebefrénico, também chamado de
desorganizado, em que predominam os disturbios afetivos do tipo inapropriado
ou pueril; catatdnico, com sintomas de rigidez, esturpor ou agitacéo
psicomotora; indiferenciado, predominio de comportamento incoerente e
desorganizado associado a delirios e alucinacdes; residual, com predominancia
de sintomas negativos.

O tratamento clinico da esquizofrenia é realizado através de duas frentes
de acdo: a psicoterapia e o tratamento farmacolégico. O acompanhamento
psicoterapico busca a reabilitacdo psicossocial do paciente, o resgate da
autonomia, individualidade e da capacidade de socializacdo (KRAUSE et al.,
2018).

O tratamento farmacolégico é direcionado para o controle dos sintomas
positivos da doenca através do uso de medicamentos antipsicéticos tipicos
(APripicos), como haloperidol, flufenazina, clorpromazina e tioridazina; e
antipsicoticos atipicos (APartipicos), como clozapina, risperidona, quetiapina,
olanzapina e aripiprazol (ASSION et al.,, 2018). O tratamento crénico com
esses medicamentos pode causar rigidez, distonia e discinesia (APTipicos) Ou
aumentar o risco de desenvolvimento de doencas como obesidade,
hiperlipidemia e diabetes tipo Il (APartiricos) resultando muitas vezes em falta
de adesdo ao tratamento (LAPPIN et al., 2018; PEREIRA, BUDOVICH &
CLAUDIO-SAEZ, 2018; URBAN; CUBALA, 2017). Além disso, o tratamento
com antipsicéticos falha em aproximadamente um terco dos pacientes
diagnosticados com SCZ, mesmo gquando os medicamentos sdo utilizados de
maneira correta e nas doses e frequéncias de administracdo adequadas
(GILLESPIE et al., 2017; SUZUKI et al., 2011; VOLPE et al., 2017).
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3.2. Diferencas Sexuais na Esquizofrenia

E sabido que homens e mulheres apresentam diferencas significativas
no risco, desenvolvimento e evolucdo da esquizofrenia (ABEL, DRAKE &
GOLDSTEIN, 2010; GOGOS et al., 2015; MARKHAM, 2012; OCHOA et al.,
2012). A incidéncia do transtorno € ligeiramente maior em homens do que em
mulheres (razdo 1,4: 1), existindo diferenca significativa na idade média de
inicio do primeiro surto psicético, que ocorre geralmente entre 18-24 e entre 22-
28 anos em homens e mulheres, respectivamente (GOGOS et al., 2015).
Geralmente, homens apresentam sintomas mais severos e um pior prognostico
da doenca do que mulheres. Além disso, apenas em mulheres h4 uma
segunda idade de pico de incidéncia que ocorre entre 45-49 anos e um maior
risco de desenvolvimento de SCZ na faixa etaria entre 50-70 anos (SUN et al.,
2016). Além disso, apds o primeiro surto psicético as mulheres apresentam um
melhor curso social da doenca, ou seja, tendem a manter-se no emprego,
apresentam menor numero de hospitalizacbes e menores chances de
isolamento social quando comparadas com homens nas mesmas condicfes
(OCHOA et al., 2012)

Essas diferencas entre os sexos levaram ao surgimento da hip6tese
estrogénica da SCZ, que atribui aos hormbnios ovarianos, especialmente aos
estrogénios, um papel protetor no desenvolvimento da doenca em mulheres
(MARKHAM, 2012). Durante a puberdade, a menarca marca o aumento da
producédo de estrogénios que podem contribuir para o atraso no surgimento dos
primeiros sintomas da doenca em mulheres em comparacdo com os homens
(MCGREGOR; RIORDAN; THORNTON, 2017). Kilicaslan e colaboradores
(2014), em seu estudo com 289 pacientes diagnosticadas com SCZ,
encontraram uma associagcdo inversamente proporcional entre a idade do
primeiro surto psicético e a idade da menarca. Além disso, o segundo pico de
incidéncia de SCZ ocorre apenas em mulheres e no periodo da menopausa,
onde ha uma rapida reducdo dos niveis de estrégeno e progesterona (GOGOS
et al., 2015; SUN et al., 2016). Mulheres diagnosticadas com SCZ no periodo
pré-menopausa apresentam um melhor prognoéstico da doenca e respondem

melhor ao tratamento com antipsicéticos, necessitando de doses menores dos
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farmacos, quando comparadas com mulheres mais velhas ou homens
portadores de SCZ (ABEL, DRAKE & GOLDSTEIN, 2010).

Em estudo realizado por Huber e colaboradores (2004) os hormdnios
sexuais estradiol, progesterona, prolactina e hormonio luteinizante foram
dosados em amostras de sangue coletadas de um grupo de 50 mulheres
internadas por surto psicotico, sendo 23 delas diagnosticadas com SCZ, ficou
evidente que as taxas de recaida e o numero de hospitaliza¢cdes foram maiores
durante periodos de flutuacéo de estrogénio, por exemplo, durante o inicio da
fase folicular do ciclo menstrual, ap6s o parto ou no periodo pés-menopausa
(RUBIN et al., 2010).

Embora seja evidente a relacéo entre os niveis de estrogénios e a acéo
protetora contra o desenvolvimento de SCZ em mulheres, outro fator
importante que explica a idade precoce e a maior incidéncia de SCZ em
homens € a exposicdo a testosterona, que pode ser considerada um fator de
risco para a doenca (MARKHAM, 2012). A testosterona e a
desidroepiandrosterona (DHEA) possuem papel no neurodesenvolvimento, pois
influenciam a conectividade sinaptica e a diferenciacdo neuronal (MELCANGI,
PANZICA & GARCIA-SEGURA, 2011). Em seu estudo de meta-analise, Misiak
e colaboradores (2018) encontraram niveis elevados de DHEA em todos os
grupos de pacientes esquizofrénicos analisados. Considerando apenas 0s
pacientes em primeiro surto psicético, ha uma elevacdo com o0s niveis de
testosterona livre, mas ndo de testosterona total. Além disso, pacientes em
recidiva aguda apresentam niveis significativamente mais altos de testosterona
total que também estavam elevados em pacientes do sexo feminino com
multiplos episodios de crises psicéticas. Os autores concluiram que existem
mudancas dinAmicas dos niveis de testosterona e DHEA em pacientes com
esquizofrenia e que esses podem ser mecanismos ativados em resposta ao
estresse associado a experiéncia de psicose aguda.

Apesar das diferencas sexuais relacionadas a SCZ serem passiveis de
serem reproduzidas em modelos animais, ainda existem poucos estudos,
principalmente  relacionados a alteragbes na farmacocinética e
farmacodinamica de terapias farmacologicas para a SCZ, que incluem fémeas

em suas analises e, quando incluem, utilizam um namero amostral reduzido o

42



gue acaba nao tendo relevancia significativa na interpretacdo dos resultados,
nao permitindo que as diferencas sexuais sejam adequadamente exploradas.
Apesar de alguns autores justificarem a auséncia de fémeas nos estudos
alegando que a expressao do fendtipo é mais forte nos machos, essa
estratégia parece ser uma boa alternativa apenas do ponto de vista da reducao
de custos experimentais. O desenvolvimento de estudos comparativos em
ambos os sexos permite decifrar as complexas alteracbes que ocorrem no
neurodesenvolvimento de machos e fémeas, permitindo um delineamento de

novas estratégias terapéuticas direcionadas e, portanto mais eficientes.

3.3. Status da Barreira Hematoencefalica em Transtornos Psicéticos

AlteracOes patoldgicas na BHE estdo bem descritas e sdo reconhecidas
como um fator central para o desenvolvimento de uma série de distarbios
neurologicos, por exemplo, a esclerose multipla (BELL et al., 2018), o acidente
vascular cerebral (ZHANG et al., 2018) e a epilepsia (VAN VLIET, ARONICA &
GORTER, 2015).

Entretanto, a relacdo entre a BHE e os transtornos psicoticos como a
SCZ recebeu menos atencdo e somente com o avanco das técnicas para
deteccdo de biomarcadores em amostras biolégicas, dos exames de imagem
(RM, PET Scan) e das bases imunoldgicas da SCZ, que ocorreu nas ultimas
duas décadas, é que houve um aumento dos esforcos para entender o papel
desta barreira bioldgica no transtorno (POLLAK et al., 2018). De maneira geral,
mudancas patolégicas na BHE podem incluir: aumento da permeabilidade
vascular com extravasamento de conteddo do intersticio cerebral para a
circulacdo sistémica ou de proteinas plasméaticas para o intersticio; expressao
alterada de canais ibnicos e transportadores de efluxo ou influxo nas células
endoteliais e gliais; alteracbes em claudinas e integrinas que formam as
zbnulas de oclusédo; e aumento da transmigracéo de leucocitos (POLLAK et al.,
2018; TENREIRO et al.,, 2016). Essas alteragbes causam perturbacbes da
homeostase cerebral e podem afetar diretamente a sinalizagdo neuronal.
Porém, ndo existe até 0 momento nenhum estudo conclusivo que evidencie se
as alteragbes de BHE s&o causa ou ocorrem em consequéncia a disfuncao dos
neurdnios descrita para a SCZ (POLLAK et al., 2018).
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As evidéncias de comprometimento da BHE em transtornos psicoticos
tém sido comprovadas através do estudo de biomarcadores no liquor (LCR), na
circulacao sistémica (biomarcadores séricos), através da analise post mortem
de cérebros de pacientes esquizofrénicos e também, por estudos de
neuroimagem in vivo.

A técnica considerada padrao ouro para avaliar a permeabilidade das
barreiras cerebrais em seres humanos € o coeficiente de albumina (AlbQ), que
consiste na razdo entre a concentracao de albumina (Alb) presente no LCR e a
concentracdo sérica desta proteina. Em individuos saudaveis a concentracao
de Alb no LCR é aproximadamente 200 vezes menor do que no sangue.

Estudo realizado por Endres e colaboradores (2015) analisou 180
amostras de LCR obtidas de pacientes psicoéticos e encontrou uma elevagao no
namero de leucdcitos, um aumento da concentracdo de proteinas totais e um
AlbQ elevado para os pacientes com diagndstico de esquizofrenia. Valores
semelhantes foram obtidos em um estudo anterior realizado por Bechter e
colaboradores (2010) com amostras de LCR coletadas de 63 pacientes, sendo
24 pacientes com transtornos afetivos e 39 pacientes com esquizofrenia.
Dentre os pacientes esquizofrénicos, 23% apresentaram AlbQ aumentado o
que poderia ser indicativo de aumento de permeabilidade através da BHE. No
entanto, um aumento no AlbQ também pode estar relacionado com uma
diminuicdo na taxa de renovacdo do LCR, aumento da resisténcia do fluxo
subaracnoideo ou bloqueio das vilosidades do tecido aracndideo que podem
causar um reducédo do clearance de proteinas do LCR para 0 sangue venoso
(BECHTER et al., 2010)

Apesar de estudos post mortem com cérebros de pacientes
esquizofrénicos possuirem uma série de limitacdes devido ao reduzido niumero
de amostras, falta de casos controle adequados e normalmente envolverem
amostras de pacientes que estavam em tratamento com antipsicoticos
(POLLAK et al.,, 2018), através deles € possivel evidenciar alteragbes de
microvasculatura que podem estar relacionados de forma direta com um
padrao anormal de estruturacdo da BHE em pacientes SCZ. Harris e
colaboradores (2008) obtiveram amostras de cortex pré-frontal (PFC)
provenientes do cérebro de 12 pacientes esquizofrénicos e 12 casos-controle e

isolaram a microvasculatura cerebral através de microdissecacdo a laser.
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Através da analise de RNA o0s autores concluiram que houve um
downregulation em genes envolvidos com transporte de ions, adesdo e
proliferacdo em células endoteliais da microvasculatura cerebral de pacientes
esquizofrénicos quando comparados com os controles. Outros estudos também
demonstraram reducdo no numero de oligodendrdcitos e reducdo no numero
de astricitos adjacentes aos capilares que formam a BHE em diferentes
regibes cerebrais, como o cértex pré-frontal e o hipocampo, a partir de
autopsias realizadas em cérebros de pacientes esquizofrénicos comparados
com seus respectivos controles (VOSTRIKOV; ORLOVSKAYA; URANOVA,
2008; WEBSTER et al., 2001).

Considerando que grande porcentagem dos antipsicéticos atualmente
prescritos para o tratamento de SCZ, tais como quetiapina, aripiprazol,
olanzapina e paliperidona, é substrato para transportadores de influxo e efluxo
na BHE (CARRENO et al.,, 2016b; MOONS et al., 2011; WOLKING et al.,
2015), alteragbes na expressdo ou atividade desses transportadores poderia
explicar, pelo menos de forma parcial, a resisténcia ao tratamento com
antipsicoticos.

Bernstein e colaboradores (2016), em um estudo post mortem com
tecido cerebral de 13 pacientes esquizofrénicos e nove casos controles
avaliaram, através de imunohistoquimica quantitativa, a densidade numérica da
expressao de glicoproteina-P (P-gp) em capilares da BHE obtidos de diferentes
regides cerebrais e ndo obtiveram nenhuma diferenga significativa entre os dois
grupos. Em contrapartida, De Klerk e colaboradores (2010), em estudo clinico
com 10 pacientes portadores de SCZ utilizando a técnica de tomografia por
emissdo de protons (PET Scan) e [YC]verapamil como substrato, foram
capazes de quantificar a funcdo da glicoproteina-P (P-gp) in vivo,
demonstrando que a captacdo do verapamil foi reduzida no cortex, nos
ganglios basais e na amigdala dos pacientes esquizofrénicos. Essa reducdo
teve correlagdo com o aumento da atividade da P-gp nessas regides cerebrais
e, segundo os autores, pode ser um fator que contribui para a resisténcia aos
antipsicoticos. Considerando as limitagées na comparacgao entre os estudos de
Bernstein e De Klerk € possivel hipotetizar que, em pacientes portadores de

SCZ, ha uma alteracdo na atividade da P-gp, mas ndo em sua expressao.
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Até o momento, no entanto, ndo ha um completo entendimento das
alteracdes da BHE na SCZ. Porém, ja é possivel perceber oportunidades para
o desenvolvimento de estudos que contribuirdo para a elucidagéo do papel da
BHE na SCZ e o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para o

tratamento dessa doenca.

3.4. Modelos Animais de Esquizofrenia

A tentativa de modelar condicbes psiquiatricas em animais € muitas
vezes vista com certo ceticismo pela comunidade cientifica (BOKSA, 2007,
LOW & HARDY, 2007). A esquizofrenia, por ser considerada uma condi¢ao
exclusivamente humana, €é um caso particularmente ilustrativo dessa
descrenca, ja que até o momento ndo pbéde ser totalmente recriada em animais
(CORRADI, 2011; REISINGER et al., 2015).

Entretanto, do ponto de vista da pesquisa pré-clinica, a modelagem
animal oferece uma plataforma essencial para o entendimento da neurobiologia
da SCZ atuando como uma ferramenta de monitoramento rapido de numerosos
elementos relacionados com o surgimento e progressao da doenca (WILSON;
TERRY, 2010). Além disso, com uso de modelos confiaveis e preditivos torna-
se possivel avaliar a resposta a agentes terapéuticos e projetar novas terapias
farmacoldgicas para o tratamento da doenca (JONES, WATSON & FONE,
2011). E fundamental, portanto, que os modelos animais de SCZ apresentem a
triade de requisitos de validade: de face, de constructo e preditiva para que
possuam um alto valor translacional (MEYER, 2014; NESTLER; HYMAN,
2010).

A validade de face representa o grau de homologia de sintomas entre o
modelo animal e a condicdo humana que se pretende simular. Para a
esquizofrenia, este € um grande desafio ha ser enfrentado tendo em vista a
natureza dos sintomas da doenca, como alucinagbes e delirios, que até o
momento ndo sdo possiveis de serem determinados em animais (LIPSKA &
WEINBERGER, 2000; MARCOTTE, PEARSON & SRIVASTAVA, 2001;
WILSON & TERRY, 2010). Pode-se, porém, estabelecer um paralelo entre
sintomas e comportamentos que sabidamente possuem um impacto importante

na doenga em humanos e que sdo modelados com sucesso em animais.
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Alteracbes do filtro sensério motor, comportamento social prejudicado,
déficits na inibicdo latente e disfungbes cognitivas sdo caracteristicas
comportamentais capazes de serem modeladas em animais e que
correspondem a sintomatologia da SCZ em humanos (BUHUSI et al., 2017;
DODELL-FEDER, TULLY & HOOKER, 2015; GEYER, 2006). Modelos que
utilizam hiperlocomocéo induzida por afetaminas tém sido comumente
descritos na literatura e mimetizam o tdnus hiperdopaminérgico (BRISCH et al.,
2014) e o comportamento estereotipado frequentemente descrito em pacientes
esquizofrénicos (CALZAVARA et al., 2011; MAVRIKAKI; NOMIKOS; PANAGIS,
2010). Esses modelos sdo especialmente Uteis na pesquisa pré-clinica para
triagem de novos compostos com atividade antipsicotica (HERRMANN et al.,
2014; HERRMANN et al.,, 2017). Além disso, a elevacdo da atividade
locomotora devido a utilizacdo de antagonistas dos receptores de glutamato
(ROENKER et al.,, 2011; ZAVITSANOU et al., 2014) est4d baseada em
alteracdes do receptor de N-metil-D-aspartato (NMDA) observadas em analises
post mortem de cérebros de pacientes com SCZ (RUBIO, DRUMMOND &
MEADOR-WOODRUFF, 2012).

A replicagcdo da neurobiologia subjacente aos sintomas da patologia
humana no modelo animal € denominada validade de constructo (BELZUNG;
LEMOINE, 2011; WILSON; TERRY, 2010). Novamente, para a SCZ esta é uma
tarefa desafiadora, uma vez que, por sua caracteristica multifatorial e
complexa, os substratos neurobioldgicos relacionados aos sinais e sintomas da
doenca ainda néo estdo claramente elucidados (KAHN & SOMMER, 2015).
Entretanto, através de estudos post mortem ou de ressonancia magnética in
vivo é possivel identificar anomalias estruturais e moleculares presentes em
cérebros de pacientes com SCZ (JUNG et al., 2010; KAHN & SOMMER, 2015)
e, ao modelar tais alteracdes em animais, torna-se possivel estabelecer a
validade de constructo necessaria (LIPSKA & WEINBERGER, 2000;
MARCOTTE, PEARSON & SRIVASTAVA, 2001; NESTLER & HYMAN, 2010).
Na literatura estdo descritos modelos onde foi possivel mimetizar a
desorganizacdo neuronal do coértex pré-frontal (volume reduzido, distribuicéo
laminar de neurOnios alterada, elevada densidade neuronal) (BOLKAN,
CARVALHO POYRAZ & KELLENDONK, 2016; BUCKLEY, 2005; SIMPSON &
KELLENDONK, 2017), as alteracbes em neurbnios GABAérgicos, a reducao de
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axonios e as alteracfes na expressao génica de subunidades de receptores
NMDA (BOGART & O'DONNELL, 2018; PRYTKOVA & BRENNAND, 2017),
bem como o aumento dos ventriculos e a diminuicdo da massa cinzenta
(LAZAR, NEUFELD & CAIN, 2011; WILSON & TERRY, 2010) presentes em
pacientes portadores de SCZ.

A validade preditiva pode ser definida como o grau com que o modelo é
capaz de demonstrar em animais a resposta farmacologica esperada em
humanos e permitir prever a eficAcia de um novo agente terapéutico
(BELZUNG; LEMOINE, 2011; JONES; WATSON; FONE, 2011). A busca de
compostos com potencial acdo antipsicética ou de novas estratégias de
tratamento para a SCZ esta baseada, principalmente, na capacidade que as
substancias possuem em modular os sintomas positivos da doenca. Em
animais isso pode ser demonstrado através do screening de compostos ou
formulagcBes em testes como inibicao de sobressalto por pré-pulso, modelos de
memoria de trabalho e modelos envolvendo desafios com anfetamina
(ANTONIO et al., 2016; DIMER et al., 2014; DIMER et al., 2015; FONSECA et
al., 2015; HERRMANN et al., 2014, 2017; NEVES et al., 2017).

Um estudo realizado por Flores e colaboradores (2016) identificou
aproximadamente 20 diferentes tipos de modelos animais de esquizofrenia,
todos com suas vantagens e limitagcdes. Esses modelos podem ser divididos,
de acordo com a classificacdo proposta por Jones e colaboradores (2011), em
quatro categorias gerais de inducdo: i) modelos do neurodesenvolvimento,
como modelo de isolamento social, modelos de exposicao pré-natal a toxinas
ou compostos quimicos (LODGE, 2013; REISINGER et al, 2015;
SWANEPOEL; MOLLER; HARVEY, 2017); ii) modelos farmacoldgicos, como
modelo de sensibilizacdo a anfetamina ou a fenciclidina (SAHIN; DOOSTDAR;
NEILL, 2016); iii) modelos de leséo, como lesdo neonatal do hipocampo ventral
ou do cortex pré-frontal (BRADY, 2016; FLORES; MORALES-MEDINA; DIAZ,
2016); e iv) modelos de manipulagdo genética, como utilizacdo de animais
knockout para genes especificos que produziriam nos animais alteragdes
cerebrais ou comportamentos tipo esquizofrénico (COBA et al., 2018; LEE et
al., 2018; NAKAO et al., 2018; OKAZAKI et al., 2018).

A utilizagdo dos modelos que envolvem manipulagbes farmacoldgicas

em animais adultos ou ainda lesdo de regibes cerebrais apresenta
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desvantagens do ponto de vista etiologico e limitacbes devido a falta de
alteragcbes em sistemas neurais que irdo refletir de forma mais precisa a
fisiopatologia da SCZ (FLORES, MORALES-MEDINA & DIAZ, 2016; JONES,
WATSON & FONE, 2011; WILSON & TERRY, 2010). Alem disso, modelos que
utilizam a manipulacdo de fatores de susceptibilidade genética, apesar de
serem considerados uma ferramenta importante para estudos biolégicos, ndo
permitem a modificacdo de mais de um gene por geragao, distanciando-se da
etiologica genética da SCZ em humanos (HENRIKSEN; NORDGAARD;
JANSSON, 2017)

No escopo desta revisdo de literatura serd discutido apenas o modelo
neurodesenvolvimental por ativagcdo imune pré-natal, com enfoque para a
administracdo de poli(i:c) a ratas prenhas, que foi o modelo escolhido para o

desenvolvimento do trabalho.

3.5. Modelo Neurodesenvolvimental de Esquizofrenia por Ativacdo Imune Pré-
Natal

A utilizagdo de modelos neurodesenvolvimentais de SCZ apresenta forte
validade etiologica e podem produzir anormalidades em multiplos circuitos
neuronais, aproximando-os da fisiopatologia da doenca (MEYER et al., 2005;
WILSON; TERRY, 2010; HADAR et al., 2015a; HADAR et al., 2015b).

Modelos neurodesenvolvimentais de SCZ por ativagdo imune pré-natal
em roedores desenvolveram-se baseados em estudos epidemiolégicos
realizados em humanos que correlacionam o risco aumentado de
desenvolvimento da doenca com individuos nascidos de mées que tiveram
infec¢des durante o periodo gestacional. Esses modelos possuem validade de
face, construto e preditiva bem estabelecidas na literatura (BROWN &
DERKITS, 2010; BROWN, 2012; KHANDAKER et al., 2013; NIELSEN,
BENROS & MORTENSEN, 2014; NIELSEN, LAURSEN & AGERBO, 2016;
WEBER-STADLBAUER, 2017).

No contexto de estudos que mimetizaram em roedores 0S mecanismos
fisiopatologicos da SCZ através da ativagdo imune pré-natal, uma série de
exemplos bem sucedidos podem ser citados, como a exposi¢cdo de ratas ou

camundongas prenhas ao virus influenza humano (FATEMI et al., 2002;
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FATEMI et al., 2017; GARBETT et al., 2012; LANDREAU et al., 2012; MEYER,
2014; XIA et al.,, 2014), a endotoxina bacteriana lipopolissacarideo (LPS)
(BATINIC et al., 2016; DE SOUZA et al., 2015; REUS et al., 2017; SANTOS-
TOSCANO et al, 2016), e ao poli(i:c), um RNA dupla fita sintético
(ARSENAULT et al., 2014; MEYER, 2014; PATRICH et al., 2016; REISINGER
et al., 2015; ROSE et al., 2017).

Em mamiferos o poli(iic) atua como um potente agente
imunoestimulante, pois mimetiza uma infeccdo por retrovirus de fita dupla
através da ativacao de receptores do tipo Toll-3 (MATSUMOTO & SEYA, 2008;
ZAVITSANOU et al.,, 2014; REISINGER et al., 2015). A ativacdo destes
receptores induz cascatas de sinalizacdo celular relacionadas com processos
infecciosos que geram um desbalanco entre citocinas pro-inflamatorias (ex.
interleucinas IL-1pB, IL-6, fator de necrose tumoral: TNF-qa, e interferons do tipo
I: INF-a e INF-B ) e anti-inflamatérias (ex. interleucina IL-10 e fator de
crescimento TGF-B) na circulagao sistémica materna, na placenta e no liquido
amniético (MEYER, FELDON & YEE, 2009; ALTAMURA et al., 2013;
FINEBERG & ELLMAN, 2013) e induzem respostas inflamatorias no cérebro do
feto em desenvolvimento, como ativagdo microglial, alteracbes na maturacao
de oligodendrécitos e aumento da geracao de espécies reativas de oxigénio
(DEBNATH, VENKATASUBRAMANIAN & BERK, 2015), levando a disturbios
do neurodesenvolvimento que podem estar associados a doencas
neuropsiquiatricas como SCZ e autismo (MEYER et al.,, 2005; RAPOPORT,
GIEDD & GOGTAY, 2012; MEYER, 2014; HADAR et al., 2015a; KHANDAKER
et al., 2015; PATRICH et al, 2016; MILLAR, BILKEY & WARD,
2017;DONEGAN, BOLEY & LODGE, 2018).

E importante ressaltar que, apesar do neurodesenvolvimento fetal ser
comprometido de forma semelhante em ratos e camundongos, o nivel de
comprometimento é significativamente dependente do periodo gestacional
escolhido, da dose de poli(i:c) utilizada e da via e frequéncia de administracédo
utilizadas (LI et al., 2009; MEYER & FELDON, 2012).

Estudos revisados neste trabalho e que utilizaram a ativagdo imune pre-
natal descrevem o periodo compreendido entre o 9° e 0 17° dia gestacional
como sendo a janela de tempo mais significativa para a obtencdo de animais

adultos com endofendtipo patoldgico que se assemelha a SCZ (MEYER et al.,
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2005; PIONTKEWITZ, ARAD & WEINER, 2011; MEYER & FELDON, 2012;
MEYER, 2014; HADAR et al., 2015a,b.; MATTEI, SCHWEIBOLD & WOLF,
2015). As doses de poli(i:c) relatadas na literatura variam entre 0,5 e 20 mg/kg
(MEYER; FELDON, 2012; COBA et al., 2018), com administracbes pela via
intravenosa e intraperitoneal em dose unica ou multiplas doses (ARSENAULT
et al.,, 2014; REISINGER et al., 2015). Porém, a avaliacdo pormenorizada dos
resultados obtidos entre as diferentes combinacdes desses fatores encontra-se
além do escopo desta revisdo de literatura. Ninhadas adultas de roedores
(ratos ou camundongos) que passaram por ativacdo imune pré-natal serdo
referidas nesta revisdo como animais poli(i:c).

Alteracdes neuroquimicas e histopatolégicas estdo descritas para
animais poli(i:c) em regides cerebrais que se assemelham aquelas encontradas
na SCZ em humanos (MATTEI, SCHWEIBOLD & WOLF, 2015).

Zuckerman e colaboradores (2003) demonstraram que ratos poli(i:c)
(GD15, 4 mg/kg, i.v) na idade adulta (90 dias) apresentaram alteracdes
histopatolégica no hipocampo e giro denteado em comparacdo com animais
controle de mesma idade, além de hiperatividade dopaminérgica medida em
fatias estriatais do cérebro desses animais. Ozawa e colaboradores (2006),
utilizando administragdes repetidas de poli(i.c) (GD12-GD17, 5 mg/kg, i.p.) em
camundongas prenhas obtiveram ninhadas que apresentaram aumento do
turnover dopaminérgico e reducéo de receptores do tipo D2 no estriado, déficits
significativos no teste de inibicAdo de sobressalto por pré-pulso e
reconhecimento de objetos e atividade locomotora aumentada no desafio com
metanfetamina. Alteracbes dos niveis basais de neurotransmissores em
regides cerebrais relevantes para a SCZ, medidos em amostras de
homogeneizado de tecido, foram demonstradas por Winter e colaboradores
(2009) apds desafio imune com poli(i:.c) (GD9, 5 mg/kg, i.v.). Camundongos
poli(i:c) adultos (12 semanas) apresentaram aumento de dopamina e seus
principais metabdlitos (DOPAC e HVA) no globo palido e no cértex pré-frontal e
reducdo dos niveis de serotonina no hipocampo, nucleo accumbens e globo
palido sem que houvesse alteragdes significativas nos niveis de GABA.

No entanto, Bitanihirwe e colaboradores (2010) administraram poli(i:c) a
camundongas prenhas (GD17, 5 mg/kg, i.v.) e obtiveram reducéo nos niveis de

dopamina e glutamato no hipocampo e cortex pré-frontal, de GABA no

51



hipocampo e de glicina no cortex pré-frontal nas ninhadas em idade adulta (80
dias). Essas ninhadas apresentaram também déficits significativos em
experimentos de interacdo social e inibicdo latente, comportamento
estereotipado e aumento da atividade locomotora induzida por apomorfina,
além de anedonia, medida através do teste de preferéncia a sacarose.

Hadar e colaboradores (2015), com o objetivo de avaliar as alteracoes
comportamentais e neurobiologicas ao longo do desenvolvimento do animal ,
utilizaram ratas Wistar prenhas (GD15) para o desafio imune com poli(i:c) (4
mg/kg, i.v.) e, a partir dessas fémeas, obtiveram ninhadas poli(i:c) adolescentes
(35 e 60 dias) e adultas (100 dias). Os autores demonstraram que o déficit pré-
atencional, medido através da inibicdo de sobressalto por pré-pulso, surge
apenas quando o animal atinge a idade adulta. Outro resultado bastante
relevante, demonstrado pelos mesmos autores, esta relacionado com as
alteracbes de dopamina e serotonina no cortex pré-frontal medial, ndcleo
accumbens, globo pélido, putamen caudado e hipocampo. Foi evidenciada uma
atividade neuroquimica alterada no cortex pré-frontal medial e hipocampo dos
ratos poli(i:c) jA no periodo de adolescéncia, que persistiu na vida adulta,
demonstrando um comprometimento precoce dessas estruturas cerebrais,
enquanto que as alterac6es causadas pelo poli(i:c) no nacleo accumbens e
globo palido lateral aparecem apenas na idade adulta comprovando, portanto,
a natureza desenvolvimental do modelo.

Crum e colaboradores (2017), através de imagens obtidas por
ressonancia magnética, demonstraram a evolucdo de anormalidades
estruturais no cérebro de ratos poli(i.c) (GD15, 4 mg/kg, i.v.), evidenciando a
reducdo de volume em regides corticais, no hipocampo, amigdala, estriado,
nucleo accumbens e ventriculos laterais em compara¢cdo com animais controle.
Os resultados obtidos apresentam validade de construto robusta para achados
clinicos de imagem descritos para individuos com alto risco clinico para
desenvolvimento de transtornos psiquiatricos como a SCZ (SATTERTHWAITE
et al., 2016).
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3.6 Nanoparticulas e Delivery de Antipsicéticos

Apesar do tratamento com antipsicéticos atualmente disponiveis na
clinica contribuirem para o controle dos sintomas positivos da esquizofrenia, a
falha terapéutica continua sendo um problema bastante importante culminando
na falta de controle dos sintomas da SCZ e impactando diretamente na vida util
e no convivio social dos pacientes.

Essa falta de resposta ao tratamento pode estar associada a néo
adesao, a tomadas irregulares da medicacdo, ao uso de doses excessivas ou
insuficientes, ou ainda, devido a interrup¢des frequentes, abuso de drogas ou
aos diversos efeitos adversos, extrapiramidais e metabdlicos, que ocorrem
durante a utilizacdo dos antipsicéticos (BARRETO et al.,, 2009). Ainda,
mecanismos fisiolégicos ou patolégicos associados a doenca como
polimorfismo genético, alteracdes morfoldgicas cerebrais relacionadas a SCZ,
inducdo de enzimas do metabolismo hepatico devido ao uso crbénico da
medicacdo e interacdo do farmaco com proteinas de efluxo como P-gp
presente na BHE, contribuem para o desenvolvimento da resisténcia aos
farmacos antipsicéticos, podendo resultar em ineficacia terapéutica (LOSCHER
& POTSCHKA, 2005).

Nesse contexto, esforcos tém sido conduzidos no desenvolvimento de
estratégias para aumentar a biodisponibilidade, melhorar o efeito terapéutico e
ainda reduzir os efeitos colaterais decorrentes da utilizacdo dessa classe de
farmacos. O estudo da utilizacdo de sistemas nanoestruturados (nanoparticulas
poliméricas, lipossomas e nanoparticulas lipidicas soélidas) expandiu-se nos
altimos anos, por ser uma estratégia bastante promissora para o delivery de
antipsicéticos através da BHE. O tamanho nanométrico dessas particulas
favorece o aumento da penetracédo cerebral de compostos farmacologicamente
ativos melhorando, na maioria dos casos, sua eficacia terapéutica (FOND,
MACGREGOR & MIOT, 2013; POLLAK et al., 2018).

Yasir e Sara (2014) desenvolveram nanoparticulas lipidicas solidas
contendo haloperidol (SLNP-Hal), um antipsicatico tipico bastante utilizando na
clinica e que apresenta pronunciado efeito extrapiramidal. Os autores, apos
administrarem a formulagdo por via intranasal a ratos Wistar machos,

observaram aumento da exposicao cerebral (ASCceérebro) €m homogeneizado de
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tecido de aproximadamente 4 vezes quando comparado com o farmaco
administrado em solugdo pela mesma via. Além disso, houve reducdo da
exposicdo sistémica ao farmaco. Essa estratégia permitiria a reducédo da dose
do antipsicotico com reducado de seus efeitos extrapiramidais.

Vieira e colaboradores (2016) desenvolveram nanocapsulas de
clozapina com diferentes tipos de revestimentos (tween-80, quitosana e
polietilenoglicol). Essas formulagbes foram testadas em ratos Wistar machos e
os resultados demonstram que houve uma alteracdo do clearance total e do
volume de distribuicdo do farmaco. Além disso, 0s animais apresentaram uma
reducdo do comportamento estereotipado induzido por afentamina (AMP).

Utilizando ratos Wistar machos adultos, Dimer e colaboradores (2014,
2015) avaliaram os efeitos adversos, o perfil farmacocinético e a atividade
antipsicotica das nanocapsulas de nucleo lipidico de olanzapina (OLA-LNC),
demonstrando que os animais tratados com OLA-LNC apresentaram ganho de
peso e niveis de colesterol total significativamente menores, aumentaram a
exposicao plasmatica ao farmaco e diminuiram o comportamento estereotipado
induzido por AMP.

Patel e colaboradores (2011) propuseram uma formulagcdo de
nanoparticulas lipidicas sélidas contendo risperidona (SLN-Ris) para ser
utilizada por via intranasal com o objetivo de melhorar a biodisponibilidade oral
do farmaco, devido ao seu elevado metabolismo de primeira passagem, evitar
gue a Ris sofresse acédo da P-gp presente na BHE e aumentar a biodistribuicdo
cerebral (targeting para o cérebro). Os autores observaram aumento da
exposicao cerebral quando as SLN-Ris foram administrada por via intranasal a
ratos Wistar machos em comparacdo com o farmaco administrado em solucéo.

Nosso grupo de pesquisa produziu (CARRENO et al., 2015), através do
método de deposicdo interfacial do polimero pré-formado, nanocapsulas de
poli(e-caprolactona) com nucleo lipidico composto por triglicerideos de cadeia
média (caprico e caprilico) e monoestearato de sorbitano contendo quetiapina
na concentragdo de 1 mg/mL (QLNC). Através da aplicacdo de um algoritmo
proposto por Oliveira e colaboradores (2012) demonstramos que o farmaco se
encontra majoritariamente disperso no nucleo e na parede polimérica da
nanoparticula. O alto teor obtido para a formulacdo (~98%) além da alta

eficiéncia de encapsulacdo obtida (~95%) corroboram os dados obtidos a partir
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da aplicacdo do algoritmo (CARRENO et al., 2016b). Além disso, em um
estudo realizado com homogeneizado de tecido cerebral e hepético
observamos um aumento da exposicdo a QTP em ambos os tecidos apds
administracdo de QLNC na dose de 5 mg/kg pela via intravenosa, em
comparacdo com o farmaco administrado em solu¢cdo (CARRENO et al.,
2016a).

O conjunto desses resultados demonstra que a utlizacdo de
nanoparticulas apresenta grande potencial como nova estratégia terapéutica
para o tratamento de SCZ, pois permite modular a farmacocinética e a

farmacodinamica de farmacos antipsicoticos.

3.7 Microdialise como Ferramenta para Estudo da Distribuicdo Cerebral de

Farmacos e Neurotransmissores

A microdidlise cerebral consiste na implantacdo de uma pequena sonda
na regido cerebral de interesse. A parte da sonda que fica em contato direto
com o intersticio cerebral contém uma membrana semipermeavel, de cutoff
definido, que é constantemente perfundida, a um fluxo baixo e constante (0.5 —
10 pL/min) com liquido cerebral artificial (LCA) (DARVESH et al., 2011;
ZESTOS; KENNEDY, 2017). No local de implantacdo da sonda, cria-se um
gradiente de concentracdo que permite a difusdo e coleta no microdialisado de
moléculas de baixo peso molecular tanto enddgenas, como 0s
neurotransmissores e seus metabdlitos, como exdgenas, como a fragéo livre -
farmacologicamente ativa - de farmacos que atravessaram a BHE e atingiram o
parénquima cerebral. Através da microdialise cerebral é possivel avaliar as
alteracbes nos sistemas de neurotransmissores  (dopaminérgico,
serotoninérgico, glutamatérgico) resultantes da administracdo de farmacos,
bem como o préprio farmaco no mesmo local.

Shilliam e colaboradores (2005) utilizaram a microdialise cerebral em
ratos para avaliar o efeito do tratamento oral agudo (10 mg/kg) e crénico (21
dias) com o antipsicotico clozapina no sistema dopaminérgico do nucleo
accumbens. Os autores concluiram que o farmaco promove alteracdes tempo-

dependente do sistema dopaminérgico na regido investigada e que esta
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poderia ser uma das explicacbes para a demora no surgimento da atividade
antipsicotica exercida pelo farmaco.

Yamamura colaboradores (2009), buscando elucidar o mecanismo de
acdo da QTP, avaliaram por microdidlise os niveis extracelulares de
norepinefrina, dopamina, serotonina, GABA e glutamato no cortex pré-frontal
de ratos. Os resultados obtidos demonstram que, apds administracdo de QTP
nas doses de 10 mg/kg e 30 mg/kg pela via intraperitoneal, hd uma elevacéo
significativa dos niveis extracelulares de norepinefrina, dopamina e glutamato,
sem gue haja alteracdes nos niveis de serotonina e GABA na regido cerebral
investigada.

A microdialise também tem sido utilizada para avaliacdo do delivery
cerebral de farmacos inclusos em nanoparticulas. Trabalho desenvolvido pelo
nosso grupo de pesquisa (FREDDO, 2009) utilizou a técnica de MD cerebral
para avaliar de forma comparativa a distribuicdo do acido valproico no cortex
frontal de ratos Wistar quando o farmaco foi administrado em solugcdo ou em
uma formulac¢do de nanocapsulas revestidas com quitosana. As nanocapsulas
revestidas com quitosana promoveram um aumento de cinco vezes no fator de
penetracdo cerebral do &cido valpréico em comparacdo com a penetracdo
observada quando o farmaco foi administrado em solucao.

Lindqgvist e colaboradores (2013) desenvolveram uma formulacdo de
lipossomas peguilados conjugados com glutationa contendo DAMGO e
avaliaram em ratos a distribuicdo cerebral desse peptideo quando administrado
encapsulado ou em solucdo. Os autores observaram um aumento significativo
da exposicdo cerebral ao composto bem como um prolongamento do efeito
antinociceptivo quando o peptideo foi administrado na nanoformulacéo.

A microdialise cerebral também pode ser utilizada para investigar o
efeito da modulacdo de proteinas transportadoras de influxo e efluxo e
expressas na BHE. Postchka e colaboradores (2002), utilizando microdialise
cerebral em ratos e verapamil, inibidor ndo seletivo da P-gp, demonstraram que
a distribuicdo de fenobarbital, lamotrigina e felbamato para o parénquima
cerebral sobre efeito significativo do efluxo pela P-gp.

Recentemente relatamos, utilizando a microdialise cerebral em ratos
Wistar machos que tiveram os transportadores de influxo sensiveis a

probenecida inibidos, que as QLNCs atravessam a membrana luminal da BHE
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carreando a QTP, ndo permitindo que o farmaco nanoencapsulado interaja com
os transportadores de influxo presentes na barreira (CARRENO et al., 2016b).

Apesar do exposto, nenhum trabalho publicado até o momento utilizou a
microdialise para avaliar as alteracdes promovidas por nanoparticulas contendo
farmacos antipsicoticos nos niveis intersticiais de neurotransmissores, hem o0
comportamento farmacocinético de distribuicdo cerebral de antipsicoticos em
modelos animais de SCZ.

3.8 Modelagem Farmacocinética/Farmacodinamica

A farmacometria é uma area da ciéncia aplicada que, no
desenvolvimento de farmacos, busca quantificar o efeito farmacologico através
da utilizacdo de modelagem matematica e simulacdes (MM&S) de perfis de
concentracdo de farmaco versus tempo (PK), efeito farmacolégico (PD), da
(pato)fisiologia dos sistemas bioldgicos e de como estes interatuam. Esta
abordagem constitui uma importante ferramenta para integrar conhecimentos e
permitir a tomada de decisdes racionais durante o desenvolvimento pré-clinico,
translacional e clinico de farmacos (MOULD; UPTON, 2012; RIGGS;
CREMERS, 2019).

Modelos farmacocinéticos populacionais (popPK) sdo utilizados para
descrever estudos farmacocinéticos nos quais dados individuais de uma
populacdo sédo avaliados utilizando modelos néo lineares de efeito misto Essa
abordagem tem como objetivo principal encontrar parametros farmacocinéticos
e suas fontes de variabilidade em uma determinada populacdo (MOULD;
UPTON, 2013) e com isso elucidar o impacto de diversos fatores individuais
qgue usualmente afetam a farmacocinética.

Modelos néo lineares referem-se ao fato de que a variavel dependente
(ex.: concentracdo plasmatica de farmaco) esta relacionada de maneira ndo
linear com os parametros do modelo e com as variaveis independentes. Os
efeitos mistos referem-se a parametrizacdo do modelo e podem ser divididos
em: (i) efeitos fixos - pardmetros que ndo variam entre os individuos da
populacao e, (i) efeitos aleatdrios - parametros que variam entre os individuos
de dada populagdo (MOULD; UPTON, 2012).
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Durante o desenvolvimento de um modelo farmacocinético populacional
devem ser considerados cincos aspectos principais: (i) conjunto de dados; (ii)
modelo estrutural, que descreve o perfil de concentracdo versus tempo tipico
para uma populacdo; (iii) modelo estatistico, que esta relacionado com a
variabilidade no perfil de concentracdo tipico dentro da populacdo (ex.:
variabilidade interindividual, variabilidade inter-ocasido); (iv) modelo de
covariaveis, que explica a variabilidade através de caracteristicas dos
individuos (ex.: peso, altura, parametros fisiologicos, etc); (v) software utilizado
na modelagem, que sdo capazes de integrar os dados e os modelos de forma
conjunta e, através de distintos métodos de estimagdo de pardmetros para a
parte estrutural, estatistica e de covariaveis, descrever os dados (MOULD;
UPTON, 2013; RIGGS; CREMERS, 2019).

Além disso, a integracdo de modelos farmacocinéticos populacionais
(popPK) com dados de farmacodindmica (PD) através da construcdo de
modelos popPK/PD permite prever a variagcdo do efeito farmacolégico em
relacdo a variacdo da concentracdo do farmaco no organismo em funcdo do
tempo. Desta forma, é possivel relacionar exposicdo ao farmaco e resposta,
obtendo um entendimento ainda mais robusto e preciso da acéo farmacolédgica
de um composto no organismo (UPTON; MOULD, 2014).

Modelos popPK/PD podem ser divididos em modelos empiricos (“fop-
down”) ou modelos mecanisticos (YU; WILSON, 2010). Os modelos empiricos
descrevem, por exemplo, a variacdo de endpoints clinicos (ex.: variacdo de
biomarcadores) em funcdo do tempo, baseados no ajuste de uma funcao
matematica aos dados observados, normalmente sem considerar 0 mecanismo
de acao do farmaco. Apesar de serem modelos simples e descritivos, possuem
menor poder de previsdo do que os modelos mecanisticos (AIT-OUDHIA;
MAGER; STRAUBINGER, 2014).

Por outro lado, os modelos mecanisticos descrevem os efeitos clinicos
de um farmaco em funcdo do tempo baseados em parametros obtidos in vitro e
também em observacgdes fisioldégicas dos individuos. Esse tipo de modelo faz
uma distin¢cdo clara de parametros especificos do farmaco (ex.: sitio de acéo,
afinidade com a proteina alvo, logP, solubilidade) e parametros especificos do
sistema bioldégico com o qual o farmaco atua (ex.: densidade de receptores,

progressdo da doenca, feedback homeostéatico, fluxo sanguineo) (YU;
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WILSON, 2010). Dessa forma, sdo modelos mais complexos e com uma
capacidade de previsdo mais robusta, ja que é possivel relacionar alteracdes
que uma condicédo fisiopatologica pode causar em parametros especificos do
sistema com alteracdes no efeito farmacolégico (UPTON; MOULD, 2014).

Modelos PK/PD tém sido utilizados para compreender os processos de
distribuicdo de farmacos no SNC, buscando principalmente caracterizar
mecanismos de transporte de farmacos através da BHE. Como exemplo pode-
se citar o estudo de Bostrom e colaboradores (2008) que utilizaram um modelo
PK/PD para investigar como as diferencas no transporte através da BHE de
oxicodona e morfina influenciam na poténcia desses dois farmacos em ratos
Sprague-Dawley machos. Apds os animais atingirem concentracdes de steady
state para morfina ou oxicodona foi utilizada a técnica de microdialise para
determinar as concentracfes livres no plasma e no estriado (dados PK) e o
efeito antinociceptivo de cada farmaco utilizando o teste de retirada da cauda
(tail-flick test) da agua quente (dados PD). Os dados PK foram utilizados para
construcdo de um modelo farmacocinético populacional que descreve a taxa de
transporte de morfina e oxicodona através da BHE (CLin € CLout) € a extensao
(Kp,uu) de distribuicdo de ambos os farmacos no cérebro. O modelo PK foi
entdo combinado aos dados de PD, descritos por um modelo de efeito linear
(efeito = inclinacdo da linha de base x Ciamaco) para obtengdo de um modelo
PK/PD onde foi possivel avaliar as diferencas nos parametros
farmacodindmicos da morfina e da oxicodona. A diferenca de seis vezes na
razdo entre a concentracao livre cerebral e a concentragédo livre no plasma
(Kp,uu) prevista pelo modelo para oxicodona e morfina implica que, para a
mesma concentracdo livre no plasma, as concentracfes livres cerebrais da
oxicodona serdo seis vezes maiores que as de morfina, causando o maior
efeito observado.

Além da descricdo da relacdo entre os dados de PK e PD, existe um
grande potencial de aplicacdo de modelos PK/PD para investigar mecanismos
e simular cenérios distintos com o uso de formulacdes farmacéuticas,
especialmente nanotecnoldgicas. Atraves da modelagem PK/PD é possivel
entender o transporte, a captacdo, o delivery a partir da nanoparticula e a
disposicdo de farmacos no plasma e em diferentes tecidos, assim como

entender a contribuicdo dos nanocarreadores na modulagcdo da resposta
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terapéutica. Os modelos matematicos desenvolvidos para formulacdes
nanotecnoldgicas podem funcionar como uma ferramenta in silico para
otimizacdo desses nanocarreadores, ja que permitem descrever in Vvivo
parametros formulacdo dependente (ex.. a taxa de liberacdo do farmaco do
nanocarreador) e compreender como esses parametros impactam na
modulagdo da farmacocinética e da farmacodindmica do farmaco
nanoformulado.

Exemplos de modelos farmacocinéticos que descrevem a distribuicdo e
a liberacéo de nanocarreadores estao descritos na literatura (LINDQVIST et al.,
2013; LINDQVIST; FRIDEN; HAMMARLUND-UDENAES, 2016; YUAN et al.,
2019). Lindqvist e colaboradores (2013), por exemplo, desenvolveram uma
formulacdo de lipossomas PEGilados decorados com glutationa (GSH)
contendo o peptideo opioide DAMGO e avaliaram a farmacocinética e a
distribuicdo cerebral através de microdialise cerebral e plasmatica do peptideo
administrado em solucdo (free-DAMGO) e encapsulado na formulacéo
lipossomal (GSH/PEG-DAMGO). A partir dos perfis de concentracdo
livre-tempo plasmatica e cerebrais obtidos foi construido um modelo popPK
onde demonstrou-se que o efluxo através da BHE (CLou) para free-DAMGO é
10 vezes maior que o influxo (CLin) causando assim, uma baixa penetracéo
desse peptideo no cérebro. Além disso, através de simulacdes baseadas nos
dados experimentais obtidos a partir dos dados de GSH/PEG-DAMGO foi
possivel explorar o0 mecanismo que explica a maior exposicao cerebral quando
0 composto é administrado na formulagéo lipossomal. Simulacdes de diferentes
taxas de liberacdo de DAMGO do lipossoma permitiram demonstrar que a
extensdo de distribuicdo cerebral do comporto pode ser regulada e que o
mecanismo mais provavel de distribuicdo de GSH/PEG-DAMGO para o cérebro
€ a fusdo do lipossoma com a membrana luminal endotelial. Esse trabalho
demonstra que a combinacao de dados experimentais, modelagem matematica
e simulag@es é util para explorar e prever possibilidades e limitacdes no uso de
sistemas nanoestruturados para delivery cerebral de farmacos. A limitacdo
desse trabalho, no entanto, € que as formula¢des foram avaliadas em animais
higidos, sem doencas que poderiam afetar a BHE e alterar a disposicédo e a

capacidade de distribuicdo dos nanocarreadores.
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A modelagem farmacocinética de base fisiologica (PBPK) também tem
sido uma ferramenta bastante util para caracterizar e prever a disposi¢ao
sistémica, a exposicao tecidual, a eficacia e a toxicidade de formulactes
contendo nanoparticulas. De maneira geral, modelos PBPK assumem que o
organismo € constituido de compartimentos que representam fisiologicamente
orgéos, tecidos e outros espacos fisiolégicos (JONES; ROWLAND-YEO, 2013).
Entretanto, as aplicagbes, vantagens e desvantagens da utilizacdo de modelos
PBPK para nanoformula¢cdes néo fazem parte do escopo desta tese.

Observa-se na literatura um aumento da utilizacdo de estratégias de
MM&S para avaliar a eficiéncia de farmacos em estudos pré-clinicos e clinicos
de desordens do SNC tais como depressdo, Alzheimer e esquizofrenia
(SRINIVAS; MAFFUID; KASHUBA, 2018).

Olsen e colaboradores (2008), em um estudo pré-clinico, obtiveram
concentracfes plasmaticas totais no steady state para o antipsicotico tipico
haloperidol e para quatro antipsicéticos atipicos: sertindol, clozapina,
risperidona e olanzapina (dados de PK), avaliaram a capacidade desses
farmacos de suprimir a esquiva condicionada em um teste comportamental e
determinaram in vivo a ocupacdo de receptores de dopamina (D2) no estriado
(dados PD) de ratos Wistar machos. O conjunto de dados PK e PD obtidos foi
utilizado para a construcdo de um modelo PK/PD classico (abordagem nao
populacional) capaz de relacionar a magnitude de ocupacao de receptores D2
necessaria para suprimir a esquiva condicionada nos ratos com a concentracao
plasmatica necesséria para obter 50% da resposta relativa ao farmaco (ECso).
Esses resultados foram comparados com valores reportados para ocupacéao de
receptores D2 e ECso de pacientes esquizofrénicos responsivos ao tratamento
com antipsicéticos. Os autores obtiveram boa correlagdo entre os niveis
plasmaticos eficazes na supressdo da resposta de esquiva condicionada em
ratos e aqueles terapeuticamente eficazes em pacientes para o haloperidol,
clozapina e risperidona, ma o modelo PK/PD previu valores 3 e 4 vezes mais
altos para o sertindol e a olanzapina, respectivamente. Assim, o modelo
proposto pode atuar como um guia para a determinacdo de concentracdes
plasmaticas efetivas de potenciais antipsicoticos no cenario clinico, o que

poderia acelerar o processo geral de desenvolvimento de farmacos.
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Johnson e colaboradores (2011) desenvolveram um modelo PK/PD
populacional hibrido semi-mecanistico e baseado na fisiologia capaz de prever
0 curso temporal da ocupacgéo de receptores de dopamina (D2) no estriado de
ratos Wistar machos apds administracdo intravenosa, intraperitoneal ou
subcutanea de olanzapina em dose Unica variando entre 0.01 e 40 mg/kg. Para
construgdo do modelo foram utilizadas concentracdes cerebrais totais obtidas
por homogeneizado de tecido, concentracdes plasméticas totais além da taxa
de ocupacéo de receptores D2 obtida in vivo. A validade do modelo proposto foi
confirmada pela boa concordancia entre as constantes e parametros estimados
pelo modelo e os valores da taxa de dissociacdo in vitro obtidos da literatura.
Segundo os autores, a vantagem do modelo desenvolvido € que, uma vez que
0 mesmo inclui a cinética de ligacdo aos receptores e a farmacocinética
plasmatica e cerebral da olanzapina como base para previsao da ocupacdo de
receptores in vivo, esta estratégia pode ser utilizada para escalonamento de
informacdes obtidas in vitro e no cenario pré-clinico para os cenarios clinicos.

Baseados nesse modelo desenvolvido por Johnson e colaboradores,
Kozielska e colaboradores (2012) foram capazes de descrever o perfil de
concentracdo plasmatico, a exposicdo cerebral total e a ocupacdo de
receptores dopaminérgicos D2 e serotoninérgicos 5-HT2A dos antipsicoticos
atipicos risperidona e paliperidona em ratos. Os autores apontam que foi
necessario realizar ajustes no modelo estrutural como a insercdo de um
parametro que considera a formacdo do metabdlito ativo da paliperidona e a
adicdo de um efluxo deste metabdlito através da BHE. Simulagfes realizadas
com o modelo proposto demonstraram que o padrdo de distribuicdo
cérebro:plasma é um forte influenciador da afinidade do farmaco pelos
receptores investigados e, por isso, 0s autores tiveram que adicionar a
afinidade aos receptores 5-HT2A no modelo desenvolvido. Desta forma
obtiveram um modelo que também apresenta capacidade translacional de
cenarios pré-clinicos para clinicos.

Em um estudo clinico com pacientes esquizofrénicos que receberam
tratamento com antipsicoticos tipicos e atipicos, Pilla Reddy e colaboradores
(2013) caracterizaram a evolucdo dos escores de trés subescalas (positiva,
negativa e geral) da escala de sindrome positiva e negativa (PANSS), utilizada

para avaliar o grau de esquizofrenia em pacientes. Utilizando um modelo
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PK/PD os autores foram capazes de diferenciar o efeito dos antipsicoticos nos
diferentes dominios de sintomas da esquizofrenia, revelando, por exemplo, que
a olanzapina apresenta um efeito superior no tratamento de sintomas negativos
em comparacao com outros antipsicoticos nao-clozapinicos.

Diante do exposto, esta tese objetivou investigar as alteracées de
disposicdo cerebral e de efeito da QTP carreada por nanocapsulas
poliméricas de nucleo lipidico (QLNC) em um modelo animal de esquizofrenia
através do desenvolvimento de um modelo PK/PD, buscando ampliar o
entendimento do papel desse tipo de nanocarreador no delivery cerebral e no

efeito anitpsicético.
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QUETIAPINE LIPID CORE NANOCAPSULES RESTORE PREPULSE
INHIBITION DEFICITS IN A NEURODEVELOPMENTAL MODEL OF
SCHIZOPHRENIA IN MALE AND FEMALE RATS

Carrefio F¥*, Helfer VE?, Staudt KJ*, Paese K1, Meyer FS?, Herrmann AP3,
Guterres SS?, Rates SMK?, Dalla Costa T*!

'Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas, Faculdade de
Farmacia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul;

2Centro de Reproducédo e Experimentacdo de Animais de Laboratério, Instituto
de Ciéncias Basicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul;
3Programa de Pés-Graduacdo em Farmacologia e Terapéutica, Instituto de
Ciéncias Basicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

ABSTRACT

Lipid core nanocapsules (LNC) has been extensively studied as a new
treatment strategy to improve therapeutic effects of antipsychotic drugs. We
investigated the efficacy of quetiapine LNCs (QLNCs) on the poly(i:c) model of
schizophrenia in both male and female rats using the pre-pulse inhibition of
startle response (PPI) test paradigm after evaluating the outcomes of three
different poly(i:c) doses administered to pregnant damns at GD15 on
neurodevelopmental outcomes of maternal immune activation (MIA) in adult
male and female offspring. QTP solution was not capable of producing a
reversal in the sensorimotor gating-disruptive effect caused by the prenatal
poly(i:c) exposure. The same dose of QTP given as QLNCs significantly
improved PPIl-impairment. This is the first study reporting the restoration of the
PPI deficits in a neurodevelopmental model of SCZ using LNCs. This is a
promising delivery system strategy to improve antipsychotic effects contributing

to the development of better SCZ pharmacological treatments.

O capitulo 1, que no texto integral da tese defendida ocupa o intervalo de
paginas compreendido entre as paginas 67 — 96, foi suprimido por tratar-se de
manuscrito submetido para publicacdo em periodico cientifico. Consta da
investigacdo da eficacia de nanocapsulas de nudcleo lipidico contendo
guetiapina em modelo neurodesenvolvimental de esquizofrenia utilizando o

paradigma do teste de inibicdo de sobressalto por pré-pulso.
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A VERSATILE LC-MS/MS METHOD FOR DETERMINATION OF
NEUROTRANSMITTERS IN MICRODIALYSIS SAMPLES APPLIED TO
INVESTIGATE THE EFFECT OF QUETIAPINE IN SCHIZOPHRENIC-LIKE
ANIMALS

Carrefio F1, Helfer VE!, Staudt KJ%, Olivo, LB, Barreto, F2, Herrmann, AP4,
Rates SMK3, Dalla Costa T

Pharmacokinetics and PK/PD Modeling Laboratory, Pharmaceutical Sciences
Graduate Program, Faculty of Pharmacy, Universidade Federal do Rio Grande
do Sul;

2National Laboratory Network for Agriculture and Livestock - LANAGRO
SExperimental Psychopharmacology Laboratory, Pharmaceutical Sciences
Graduate Program, Faculty of Pharmacy, Universidade Federal do Rio Grande
do Sul;

“Pharmacology and Therapeutics Graduate Program, Basic Health Science

Institute, Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

ABSTRACT

A versatile method was developed and validated for simultaneous determination
of the monoamine neurotransmitters (MNT) dopamine (DA), 3-4-
dyhydroxyphenilacetic acid (DOPAC), homovanilic acid (HVA), serotonin (5-HT)
and 5-hydroxyindolacetic acid (5-HIAA) in rat brain microdialysate samples
using high-performance liquid chromatography tandem mass spectrometry (LC-
MS/MS). The method allowed for small sample volume, using positive and
negative ionization mode in a single run analysis without any derivatization or
cleanup steps. Analytes were quantified at concentrations ranging from 100
ng/mL to 0.05, 10, 0.5, 0.1 or 1 ng/mL (lower limit of quantification, LLOQ) of
DA, DOPAC, HVA, 5-HT and 5-HIIA, respectively, showing linearity (r > 0.98),
accuracy, and precision (R.S.D = 15%) according to validation limits accepted
by international guidelines. The method was successfully applied for monitoring
the concentration changes of MNT in microdialysate samples from medium
prefrontal cortex of Wistar rats in a neurodevelopmental model of schizophrenia

before and after quetiapine 5 mg/kg i.v. bolus dose administration. No
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alterations in MNTs were observed in schizophrenic-like animals in comparison
to the baseline shading a light on the limited response rate to antipsychotic
drugs observed in chronic schizophrenic patients.

O capitulo 2, que no texto integral da tese defendida ocupa o intervalo
de paginas compreendido entre as paginas 97 — 130, foi suprimido por tratar-se
de manuscrito submetido para publicacdo em periddico cientifico. Consta da
validagdo de um método analitico para determinacdo simultanea dos
neurotransmissores dopamina (DA), acido 3-4-hidroxifenilacético (DOPAC),
acido homovanilico (HVA), serotonina (5-HT) e acido 5-hidroxiindolacético ( 5-
HIAA) em amostras de microdialisado cerebral de rato utilizando cromatografia
liguida de alta eficiencia em tandem com espectrometria de massa (CLAE-
EM/EM).
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SEMI-MECHANISTIC PHARMACOKINETIC MODELING OF LIPID CORE
NANOCAPSULES: UNDERSTANDING QUETIAPINE PLASMA AND BRAIN
DISPOSITION IN A NEURODEVELOPMENTAL ANIMAL MODEL OF SCHIZOPHRENIA

Carrefio F1, Helfer VE?, Staudt KJ*, Olivo, LB, Paese K1, Meyer FS?, Herrmann AP3,
Guterres SS?, Rates SMK?, Trocéniz, IF*®, Dalla Costa T?
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Universidade Federal do Rio Grande do Sul;
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ABSTRACT

This study investigated plasma and brain disposition of quetiapine lipid core
nanocapsules (QLNC) in naive and schizophrenic (SCZ-like) rats and developed a
semi-mechanistic model to describe changes in both compartments following
administration of drug in solution (FQ) or nanoencapsulated. QLNC (1 mg/mL)
presented 166 + 39 nm, low polydispersity, and high encapsulation (93.0 + 1.4%).
Model building using experimental data from total and unbound plasma and unbound
brain concentrations obtained by microdialysis after administration of single i.v. bolus
dose of FQ or QLNC to naive and SCZ-like rats. A two-compartment model was
identifiable both in blood and in brain with a bi-directional drug transport across the
blood-brain barrier (CLin and CLou). SCZ-like rats significant decrease in brain
exposure with FQ (decrease in CLin) was reverted by QLNC showing that
nanocarriers govern quetiapine tissue distribution. Model simulations allowed

exploring the potential of LCN for brain delivery.

O capitulo 3, que no texto integral da tese defendida ocupa o intervalo de paginas
compreendido entre as paginas 131 — 174, foi suprimido por tratar-se de manuscrito
submetido para publicacdo em periddico cientifico. Consta do estudo da disposi¢cao
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plasmatica e cerebral, utilizando microdiadlise, de nanocapsulas poliméricas de
nucleo lipidico contendo quetiapina em modelo animal de esquizofrenia. Um modelo
farmacocinético populacional semi-mecanistico (popPK) foi desenvolvido para
descrever os dados obtidos no estudo de distribuicdo cerebral e plasmatica.
SimulagbBes realizadas com o modelo final permitiram explorar o potencial de

delivery cerebral do nanocarreador investigado.
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PHARMACOKINETIC/PHARMACODYNAMIC MODELING OF CORTICAL
DOPAMINE LEVELS AFTER QUETIAPINE LIPID CORE NANOCAPSULES
ADMINISTRATION TO SCHIZOPHRENIA PHENOTYPED RAT

Carrefio F!, Helfer VE?, Staudt KJ!, Paese K!, Meyer FS?, Herrmann AP3,
Guterres SS1, Rates SMK?, Troconiz, IF*®, Dalla Costa T?
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ABSTRACT

High variability in schizophrenia (SCZ) pharmacological treatment might be
related to a pharmacodynamic component, due to alterations in antipsychotic
drugs receptor binding or signal transduction and also be related to a
pharmacokinetic component that affects biophase drug concentrations due to
changes in penetration through the blood-brain-barrier (BBB) caused by the
disease. Quetiapine lipid core nanocapsules have shown the capability of
modulate drug delivery to the brain. In the present study, we described
concentration-effect relationship after administrations of QTP as a solution or
nanoencapsulated in SPR and naive animals viewing to explore the PK and PD
components of variability in SCZ response to treatment. A semi-mechanistic PK
model was linked to an indirect response PD model to describe changes in
dopamine extracellular concentrations in mPFC measured using intracerebral
microdialysis. SCZ status increase ECso values about 3 times reducing QTP
pharmacological sensitivity in SPR in comparison to naive after the
administration of 5 mg/kg of FQ formulation. QLNC formulation was not capable

of causes alterations in PD parameters. However, once the nanocarrier was
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able to modulate drug delivery to the brain there is an increase in DA levels in
mPFC of SPR, highlighting the PK component of variability in SCZ
pharmacological treatment. To the best of our knowledge, this is the first study
that combine microdialysis and PK/PD modeling in a neurodevelopmental
model of SCZ to investigate how a nanocarrier can modulate drug PK and PD

contributing to development of new treatment strategies for SCZ.

O capitulo 4, que no texto integral da tese defendida ocupa o intervalo de
paginas compreendido entre as paginas 175 — 200, foi suprimido por tratar-se
de manuscrito em preparacao para submissao em periodico cientifico. Consta
do desenvolvimento de um modelo farmacocinético/farmacodindmico semi
mecanistico capaz de descrever as alteracdes extracelulares de dopamina,
medidos por microdidlise, no cértex pré-frontal em ratos higidos e com

esquizofrenia experimental.
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O presente trabalho visou contribuir para o entendimento das alteracfes
farmacocinéticas e farmacodindmicas relacionadas a nanoencapsulacdo de
quetiapina em um nanocarreador polimérico de nucleo lipidico, permitindo
elucidar como esse nhanocarreador modula a disposicdo e o efeito
farmacoldgico do farmaco quando ha comprometimento da BHE devido a
esquizofrenia experimental em ratos machos e fémeas. Para atingir essa meta,
utilizou-se uma estratégia experimental inovadora que combinou experimentos
de microdidlise cerebral, para medida tanto do farmaco como de
neurotransmissores, associados a modelagem matematica e simulagao.

Doengas do SNC, tais como esquizofrenia, Parkinson, Alzheimer,
depressao, ansiedade e epilepsia acometem milhdes de pessoas em todo o
mundo e sdo um grande problema de saude publica. Apesar dos avancos das
pesquisas cientificas nas ultimas décadas ter acelerado a compreensdo dos
mecanismos fisiopatolégicos e bioquimicos dessas doencas, 0S progressos
relacionados ao tratamento, especialmente novas farmacoterapias, foram
minimos.

Para que um farmaco seja capaz de exercer sua acdo no SNC é
necessario que o mesmo atravesse a BHE, que regula a penetracdo cerebral
de substancias nas células do epitélio vascular que compde a barreira através
de transporte paracelular (zbnulas de oclusdo e alta conduvitivade do
endotélio) e transcelular (expressdo de mecanismos de influxo e efluxo).
Diferentes fatores podem alterar a passagem de farmacos na BHE, impedindo
a manutencdo de concentracbes cerebrais suficientes para exercer efeito
farmacoldgico desejado.

A utilizacdo de nanocarreadores como nanoparticulas lipidicas soélidas,
lipossomas e nanoparticulas poliméricas tem demonstrado ser uma estratégia
promissora para melhorar o delivery cerebral de farmacos (CARRENO et al.,
2015, 2016a, 2016b; LINDQVIST et al., 2013; VIEIRA et al., 2016). Trabalhos
conduzidos anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa em Farmacocinética e
Modelagem PK/PD tem buscado compreender as altera¢cdes farmacocinéticas
relacionadas a nanoencapsulacdo de farmacos e a interagdo desses
nanocarreadores com as barreiras fisiologicas do SNC.

Carrefio e colaboradores (2016a) demonstraram que nhanocapsulas

poliméricas de nucleo lipidico contendo quetiapina (QLNC) foram capazes de
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aumentar a exposicao tecidual total ao farmaco, medida em homogeneizado
cerebral e hepético de ratos Wistar machos higidos?, porém ndo foram capazes
de alterar as concentracdes livres (ndo ligadas a proteinas) cerebrais em
comparacao com a QTP administrada em solucdo (FQ). Apdés administracdo de
probenecida, inibidor de transporte de influxo, a penetracdo cerebral da QTP
administrada como solucéo, determinada a partir do fator de penetragéo, foi
reduzida 1,55 £ 0,17 para 0,94 £ 0,15. Esse resultado comprova que a QTP é
substrato para transportadores de influxo presentes na BHE, uma vez que a
penetracdo cerebral do farmaco € maior que a unidade em condicao fisiologica,
sendo reduzida para valor préximo a um quando o transportador de influxo é
inibido. No entanto, a penetracao cerebral do farmaco nanoencapsualdo nao foi
alterada (0,88 + 0,21 e 0,92 + 0,13, respectivamente), evidenciando que a QTP
nanoencapsulada é carreada para o parénquima cerebral pela LNC e nédo esta
disponivel para interagir com transportadores presentes na BHE (CARRENO et
al., 2016b).

Sabe-se da literatura que aproximadamente 60% dos pacientes
esquizofrénicos ndo respondem ao tratamento farmacologico ou apresentam
recaidas ao longo do curso da doenca (AMATO et al.,, 2017). Alteracbes
patolégicas na BHE s&o reconhecidas como um fator central para uma série
de distarbios neurolégicos (STOLP et al., 2009; VARATHARAJ; GALEA,
2017). Embora haja uma alta variabilidade na resposta crbnica ao tratamento
da SCZ, a relacao entre esquizofrenia, alteracbes da BHE e falta de resposta
farmacoldgica aos antipsicéticos € pouco explorada na literatura atualmente.
Ainda menos investigada é a possivel influéncia do componente
farmacocinético na variabilidade da resposta farmacoldgica aos antipsicoticos
nesses pacientes.

Sabe-se, ainda, que a incidéncia desse distlirbio psiquico é
ligeiramente maior em homens do que em mulheres, sendo que as mulheres
apresentam sintomas menos severos e melhor progndéstico (LI et al., 2016).
Uma das hipoteses para explicar as diferencas entre os sexos observadas no
curso e prognostico da SCZ postula que had uma protecdo estrogénica na

BHE, uma vez que a expressao de transportadores de influxo e efluxo sofre

! No presente trabalho, o termo higido usado em portugués corresponde ao termo naive usado
nos textos em inglés.
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influéncia reguladora desse horménio, podendo estar alterada nessas
pacientes (MORRIS; LEE; PREDKO, 2003).

Diante desse cenério, os resultados promissores com as QLNC
obtidos previamente originaram novos questionamentos: “Existem diferencas
na exposicdo a QTP em diferentes regides cerebrais, provocadas por
diferencas de distribuicdo das nanocéapsulas no parénquima cerebral?; “E
possivel descrever in vivo a liberacdo da QTP a partir das QLNC?”; “De
gue maneira as QLNC modulam a farmacocinética da QTP se a BHE
esta alterada, como na esquizofrenia?”; “Ha diferengas na penetragcao
cerebral das QLNC em machos e fémeas higidos e com alteracdes na
BHE, como ocorre na esquizofrenia?; “E possivel correlacionar as
concentracOes cerebrais livres da QTP administrada como FQ e como
QLNC com as concentracdes cerebrais de neurotransmissores utilizando
ferramentas de farmacometria?”

Nesse contexto, a hip6tese central explorada nesta tese foi que a
resisténcia a farmacoterapia em pacientes esquizofrénicos poderia estar
associada a alteracbes da BHE que limitam a penetracdo de antipsicoticos
para o parénquima cerebral e que as QLNC seriam capazes de sobrepor
essas limitacdes, controlando o delivery cerebral e melhorando a eficacia da
QTP nesses pacientes.

Como nos estudos anteriores investigamos a penetracdo cerebral da
QLNC somente em ratos Wistar machos higidos, tornou-se fundamental avaliar
as diferencas de disposicao e resposta dos sistemas nanoencapsulados em
um modelo animal preditivo e confiavel, capaz de mimetizar as alteracdes
cerebrais encontradas na esquizofrenia, como € o modelo de ativacdo da
resposta imune materna por poli(i:c), utilizando para tanto machos e fémeas.

O desenho experimental desta tese foi, portanto, dividido em quatro
etapas: a) etapa de implementacdo do modelo neurodesenvolvimental de
esquizofrenia; b) etapa PK, que teve como objetivo avaliar comparativamente
0os parametros farmacocinéticos plasmaticos e a distribuicdo da QTP
administrada como FQ e como QLNC no hipocampo e cortex pré-frontal em
modelo de esquizofrenia em ratos Wistar machos e fémeas; c) etapa PD,
cujo objetivo foi investigar as alteracdes nos parametros farmacodinamicos

promovido pela nanoencapsulagdo no mesmo modelo experimental. Nas
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etapas PK e PD a microdialise cerebral foi utilizada para coleta de amostras
de liquido intersticial para quantificacdo da QTP e neurotransmissores,
respectivamente. A escolha das regides cerebrais para o estudo foi
fundamentada nas hipoteses bioquimicas descritas na literatura para a
génese de sinais e sintomas caracteristicos da esquizofrenia; e d) etapa de
farmacometria, na qual, utilizando os dados coletados, foram desenvolvidos
modelos semi-mecanisticos popPK e PK/PD, capazes de descrever as
alteracdes na farmacocinética plasmatica, na distribuicdo cerebral e na
resposta a quetiapina nanoencapsulada em animais com esquizofrenia
experimental.

O modelo de ativagcdo imune pré-natal é induzido em ratas prenhas por
injecdo intravenosa de &cido poli-inosinico:policitidilico [poli(i:c)], um RNA
dupla fita, mimetizando uma infeccao viral por ativacao de receptores toll-like
3 (PATRICH et al.,, 2016; ZUCKERMAN et al.,, 2003; ZUCKERMAN;
WEINER, 2005). As citocinas proé-inflamatérias liberadas durante a resposta
imune materna sao capazes de alterar a neurogénese dos embrides que, na
idade adulta, apresentardo alteracdes anatdmicas (afinamento do coértex
limbico e aumento da densidade de empacotamento neuronal), déficit
comportamental (diminuicdo da inibicdo de pré-pulso, perturbacdo no
aprendizado e aumento da resposta a anfetaminas) e alteracdo da
neuroquimica cerebral (hipofuncdo dopaminérgica no cortex pré-frontal, por
exemplo) resultando em um fenétipo neurobioldgico e comportamental similar
ao da esquizofrenia (PATRICH et al., 2016; PIONTKEWITZ; ARAD; WEINER,
2011).

Uma vez que 0s mecanismos pelos quais insultos virais durante a
neuro-ontogénese podem causar uma patologia latente no SNC ainda nao
estdo completamente elucidados, o sucesso do modelo proposto depende da
capacidade da dose de poli(i:c) administrada produzir uma resposta imune
materna adequada, consistente e com a liberagdo de citocinas pro-
inflamatodrias que irdo interferir com o desenvolvimento normal do cérebro
fetal (ZUCKERMAN et al.,, 2003; ZUCKERMAN; WEINER, 2005). Desse
modo, foi necessario determinar a dose Otima de poli(i.c) capaz de gerar
prole com sinais e sintomas de esquizofrenia na idade adulta nos animais

provenientes do Biotério do Departamento de Bioquimica/lUFRGS, através do
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teste de diferentes doses do composto (P1 - 1 mg/kg; P4 - 4 mg/kg e P8 - 8
mg/kg).

Considerando que o poli(i:c) produz um desbalanco na resposta
inflamatoria mediado por aumento da expressdo das interleucinas pro-
inflamatorias e anti-inflamatérias, entre elas respectivamente IL-6 e IL-10,
uma forma direta de demonstrar o sucesso na ativacao imune € evidenciar o
aumento dessas interleucinas na circulagao sistémica das ratas prenhas.

A administracdo intravenosa de poli(i.c) em ratas Wistar prenhas
resultou em um aumento significativo dos niveis plasmaticos da citocinas pro-
inflamatoria IL-6 (4 horas pds-dose) e da citocina anti-inflamatoria IL-10 (8
horas pds-dose) em comparacdo com as fémeas prenhas que receberam
volume equivalente de solucdo salina estéril, de forma dose dependente.
Além disso, houve também um desequilibrio significativo na razdo entre IL-
6/IL-10 na circulacdo sistémica das ratas (Capitulo 1). Essas citocinas
causam alteracdes na barreira hematoplacentéria e impactam diretamente no
desenvolvimento cerebral da prole.

As alteracBes comportamentais apos a exposicao pré-natal a diferentes
doses de poli(i:c) foram avaliadas quando a prole atingiu a idade adulta
(PND70) através dos testes de labirinto em cruz elevado (LCE), inibicdo de
sobressalto por pré-pulso (PPI) e hiperlocomocéo induzida por MK-801.

Houve uma reducéo significativa na distancia total percorrida, no tempo
gasto e no numero de entradas nos bracos abertos do labirinto em cruz
elevado, especialmente em machos descendentes de mées que foram
injetadas com as doses de poli(i:c) de 4 e 8 mg/kg, ndo havendo diferencas
entre essas duas doses. Com base nesses achados, postulamos que a
exposicdo pré-natal ao poli(i:c) ndo foi capaz de provocar nos animais
alteracGes relacionadas a ansiedade nata. A redugcdo na distancia total
percorrida no aparato pode estar relacionada ao aumento de comportamento
tipo repetitivo (self-grooming) durante uma situagdo estressante, apesar
desta medida n&o ter sido avaliada no presente trabalho. Trabalhos
publicados na literatura utilizando cepas de camundongos C57 reportaram
que apos exposicdo pré-natal ao poli(i:c), camundongos adultos
apresentaram aumento de self-grooming quando comparados com proles
expostas a salina (SCHWARTZER et al., 2013; XUAN; HAMPSON, 2014).
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Os resultados obtidos no teste de hiperlocomocéo induzida por MK-801
corroboram estudos prévios descritos na literatura de que a ativacdo da
resposta imune materna (MIA) causa na prole atividade hiperlocomotora em
resposta ao antagonista do receptor NMDA, MK-801 e a hipofuncédo deste
receptor € uma das hipoteses envolvidas na fisiopatologia da SCZ.

Tanto animais machos quanto fémeas dos grupos P4 e P8
apresentaram um aumento pronunciado da atividade locomotora apos
administracdo de MK-801, embora esse aumento ndo tenha sido dose-
dependente. Além disso, os animais provenientes da menor dose de poli(i:c)
investigada (P1- 1 mg/kg) nao diferiram dos controles que receberam salina.

Wolff e Bilkey (2008) sugerem, em seu estudo que doses de poli(i:c),
gue ndo sdo capazes de gerar um desbalanco significativo de citocinas na
circulacao sistémica das maes ndo sdo capazes de causar alteracdes no
desenvolvimento cerebral dos fetos. Nossos resultados concordam com essa
hipotese ja que os niveis plasméticos de IL-6 e IL-10 para a dose de 1 mg/kg
nao foram diferentes daqueles obtidos para as fémeas prenhas do grupo
controle.

Por fim, um dos achados comportamentais mais consiste observados e
descritos na literatura apés a MIA com poli(i:c) em diferentes periodos
gestacionais € o déficit na inibicdo de sobressalto induzida por pré-pulso.
Este paradigma € um fendmeno multimodal e interespecifico que fornece
uma medida operacional dos déficits sensoriais e cognitivos observados na
SCZ. Corroborando relatos anteriores (BIKOVSKY et al., 2016; HADAR et al.,
2015a, 2015b), no presente estudo, a prole de animais P4 e P8 exibiram uma
reducdo do PPl em comparacdo com animais do grupo salina e P1.

Embora existam evidéncias na literatura de que a MIA durante periodos
criticos do desenvolvimento pré-natal do cérebro cause efeitos em ratos
adultos de maneira sexo-especifica (REISINGER et al., 2015), o conjunto de
achados deste trabalho ndo corrobora essa hipétese. Fatores como a dose
de poli(i:c) utilizada e o tempo de gestagcédo no qual foi feita a administracao,
entre outros, podem interagir com o0 sexo e desempenhar um papel
significativo na auséncia de diferencas observadas no presente estudo.

Com a relevancia pré-clinica que o teste de PPl apresenta para a

exploracdo de estratégias terapéuticas farmacologicas para a SCZ,
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investigamos os efeitos da nanoencapsulacao da QTP na resposta ao PPl em
comparacdo com a QTP administrada em solugdo utilizando a prole
proveniente de ratas prenhas administradas com poli(i:c). A QTP na dose de 5
mg/kg administrada por via intravenosa a prole P4 néo foi capaz de produzir
uma reversao no déficit de PPl causado pela MIA. Por outro lado, a mesma
dose de QLNC resultou em uma melhora significativa do comprometimento dos
animais no PPI. A hipétese para explicar esse resultado é de que a QLNC
modula a exposicao cerebral a QTP. Em estudo prévio, animais que receberam
guetiapina nanoencapsulada apresentaram um aumento de cerca de duas
vezes na exposicao cerebral ao farmaco medida em homogeneizado de tecido
(Carrefio et al., 2016a). Até o presente momento, este € o primeiro trabalho que
relata a restauracdo dos déficits de PPl em um modelo neurodesenvolvimental
de SCZ utilizando antipsicético nanoencapsulado e demonstram o potencial de
aplicacdo das nanoparticulas no tratamento farmacolégico da SCZ.

A etapa seguinte da tese foi a avaliagdo comparativa da farmacocinética
plasmatica e da distribuicdo cerebral da QTP, através de microdidlise em duas
distintas regides cerebrais (hipocampo e cortex) de ratos Wistar machos e
fémeas com SCZ experimental apos administracdo intravenosa do farmaco em
solucdo ou nanoencapsulado (Capitulo 3).

O conjunto de dados de concentracdo plasmatica total, concentracao
hipocampal e cortical livre versus tempo, juntamente com os resultados obtidos
em trabalhos anteriores desenvolvidos por Carrefio e colaboradores (2015,
2016a, 2016b) foram utlizados para o desenvolvimento de um modelo
farmacocinético semi-mecanistico utilizando uma abordagem populacional
capaz de descrever as alteracbes na farmacocinética plasmatica e cerebral
apos a administracdo de QTP em solucao (FQ) ou nanoencapsulada (QLNC)
em animais de ambos o0s sexos higidos e provenientes do modelo
neurodesenvolvimental de SCZ [de agora em diante denominados poli(i:c)]
buscando aumentar a compreensdo do papel desse nanocarreador na
disposicao cerebral quando a BHE esta comprometida pela doenca.

Assim como observado nos resultados dos experimentos
comportamentais, a utilizacdo do sexo como covariavel no modelo popPK
desenvolvido ndo alterou os parametros farmacocinéticos estimados quando

animais machos e fémeas higidos ou poli(i:c) administrados com a mesma
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formulacdo (FQ ou QLNC) foram comparados dentro do mesmo grupo. Esse
resultado indica que o sexo ndo influencia a farmacocinética plasméatica e a
penetragéo cerebral da QTP, mesmo na condigéo de BHE alterada.

Utilizando o modelo popPK desenvolvido para FQ foi possivel simular a
exposicao plasmatica e cerebral livre em animais higidos e poli(i:c). Ndo houve
alteracdo significativa nos perfis de concentracdo plasmatica versus tempo
quando animais higidos e poli(i.c) foram comparados, demonstrando que a
exposicao pré-natal a MIA ndo afeta a disposicao e a eliminacdo plasmatica da
QTP. No entanto, as concentracoes livres cerebrais sdo as responsaveis pelo
efeito terapéutico sendo mais relevantes que as concentragfes plasmaticas.
Uma reducdo significativa da exposicado cerebral a QTP foi observada nos
animais poli(i:c) em relacdo aos animais higidos quando o farmaco foi
administrado como FQ. Isso pode ser explicado pelo insulto pré-natal
desencadeado pela MIA que prejudicou o desenvolvimento cerebral da prole,
resultado em alteracdes de longo prazo na BHE dos animais adultos.
Assumindo que as alteracbes da BHE observadas no modelo poli(i:c)
mimetizam o que acontecem em humanos com SCZ, concentracdes cerebrais
menores de QTP seriam esperadas em pacientes esquizofrénicos que recebem
o farmaco n&do-encapsulado.

Através do modelo semi-mecanistico desenvolvido foi possivel entender
0 mecanismo pelo qual essa alteracdo na BHE ocorre. Os animais com SCZ
experimental apresentam reducdo no transporte por influxo através da BHE, o
gue pode ser observado pela reducédo do parametro CLin de 0,045 L/h/kg para
0,019 L/h/kg (Tabela 1, Capitulo 3) quando comparado aos animais higidos.
Em estudo prévio com probenecida haviamos evidenciado que a QTP é
substrato para transportadores de influxo na BHE, havendo uma reducgéo do
fator de penetracdo cerebral de 39,4% quando o inibidor de influxo é utilizado
em associacdo com o farmaco (CARRENO et al., 2016b). Utilizando o modelo
popPK desenvolvido nesta tese foi possivel confirmar esse achado,
observando-se uma reducdo de CLin de 38% nos animais poli(i:c), indicando
que a SCZ experimental inibe os transportadores de influxo de modo
semelhante ao observado com o inibidor, levando a reducdo da exposi¢cao
cerebral a QTP.
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Este resultado inédito pode auxiliar no entendimento da resisténcia ao
tratamento farmacologico da SCZ, j& que a disposicdo cerebral de
antipsicéticos como a QTP, que penetra no cérebro por difusdo e influxo,
poderd estar diminuida em pacientes esquizofrénicos. Além disso, esse
resultado também corrobora e explica a falta de resposta dos animais poli(i:c)
que receberam FQ no teste do PPI. Utilizando o modelo popPK foi possivel
prever o valor de CLin individual para cada um dos animais que receberam FQ
e correlaciona-los com os resultados do teste de PPl Os resultados
demonstram de maneira inédita que quanto maior o déficit pré-atencional no
PPI, maior € o comprometimento do transporte da QTP através da BHE (Figura
3, Capitulo 3). Os resultados, no entanto, ndo permitem concluir se as
alteracdes causadas no influxo através da BHE no modelo de SCZ séo devidas
a reducdo da expressdo ou da atividade dos transportadores de influxo
presentes na BHE. Para responder a esse questionamento, bem como para
demonstrar se ha também alteracéo no transporte por efluxo na BHE devido a
SCZ, mais estudos sdo necessarios.

O modelo popPK desenvolvido foi expandido para investigar a
modulacdo da farmacocinética da QTP quando administrada como QLNC tanto
em animais higidos quanto em animais com SCZ experimental.

Normalmente, os estudos de cinética de liberacdo de farmacos a partir
de nanocarreadores sao realizados in vitro em ensaios de liberag&o utilizando
saco de didlise. A interpretacdo quantitativa desses ensaios é facilitada pela
utilizacdo de modelos mateméaticos de ordem zero, primeira ordem ou modelo
de Higuchi, que traduzem matematicamente a curva de liberacdo em
parametros relacionados com o nanocarreador em estudo, visando estabelecer
uma correlacdo desses com os resultados farmacocinéticos obtidos in vivo.

No presente estudo, utilizando a modelagem popPK, fomos capazes de
descrever a cinética de liberacdo da QTP a partir das QLNCs no plasma in vivo
e propor um mecanismo de distribuicdo do nanocarreador para cérebro e
outros tecidos, bem como de liberacdo da QTP nanocarreada nos mesmos.

E importante ressaltar que, durante o desenvolvimento da formulag&o de
nanoparticulas, a QTP foi escolhida como farmaco modelo levando em
consideracdo as caracteristicas fisico-quimicas da molécula, especialmente

seu logD (2,6), que aumenta a eficiéncia de encapsulacdo neste tipo de
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nanocarreador e a distribuicdo do farmaco majoritariamente no nucleo da
particula. A partir da aplicacdo do algoritmo desenvolvido por Oliveira e
colaboradores (2012), foi possivel propor a distribuicdo da QTP na estrutura
das LNCs (CARRENO et al., 2015), demonstrando que grande parte do
farmaco encontra-se disperso no ndcleo e na parede polimérica do
nanocarreador (~95%) e o restante encontra-se em solucéo.

Através do modelo popPK desenvolvido foi possivel demonstrar que as
LNCs liberam a QTP no plasma com duas constantes distintas de primeira
ordem: Krelrast e Krelsow (Tabela 1, Capitulo 3). A partir do modelo
demonstramos que 8% da dose de QTP administrada sofrerd uma liberacao
rapida no plasma, pois se encontra nas camadas poliméricas da nanoestrutura
(Fexternal) € 85% da dose sera liberada de maneira mais lenta, pois esta dispersa
no nacleo lipidico da nanoestrutura (Fcore). FOi possivel caracterizar que 0 Fcore
terd4 a capacidade de se distribuir para o cérebro e demais tecidos, liberando o
farmaco nesses locais com velocidade distinta daquela determinada em
plasma. O restante da dose administrada (~7%) estd em solucdo no momento
da administracao da formulacédo, pois nao foi nanoencapsulada (Fnon-encapsualted).
O conjunto desses resultados corrobora os dados obtidos no estudo prévio de
Carrefio e colaboradores (2015) e valida o mecanismo proposto de distribuicdo
da QTP no nanocarreador.

Haviamos demonstrado anteriormente que as concentracdes totais de
QTP, determinadas em homogeneizado de tecido cerebral, estavam
aumentadas em animais higidos administrados com QLNC. No entanto, a
exposicao cerebral a QTP medida através de microdialise no liquido
extracelular de ratos Wistar machos higidos era semelhante, independente da
formulac@o administrada (FQ ou QLNC). Através do modelo popPK proposto foi
possivel explicar esse resultado. A taxa de distribuicdo da QTP administrada
como FQ é similar aquela obtida quando o farmaco é administrado como QLNC
(CLin,naive = 0,045 L/h/kg versus Qnanomissuesran = 0,067 L/h/kg) para os
animais higidos. Entretanto, quando animais com SCZ experimental sdo
administrados com QLNC o transporte do farmaco através da BHE sera
governado pelo nanocarreador (QnanoTissuesrain = 0,067 L/h/kg), sendo maior
do que o transporte do farmaco livre (ndo ligado as proteinas plasmaticas -

0,019 L/kg/h, Tabela 1, Capitulo 3), jA que aproximadamente 85% da dose do
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farmaco esta nanoencapsulada no nucleo da particula. Comparando o aumento
da exposicao cerebral observada em animais com SCZ experimental quando
QLNC foi administrado, é possivel notar que os nanocarreadores retornaram as
concentracfes de QTP aos niveis observados em animais higidos (Figura 6,
Capitulo 3).

Os resultados demonstram que a LNC governa a distribuicdo do farmaco
para os tecidos e Krels.ow no plasma determina a quantidade de farmaco
remanescente no nucleo do nanocarreador, capaz de penetrar no cérebro. As
QLNC sédo compostas por um nucleo lipidio disperso contendo triglicerideos de
cadeia média e monoestearato de sorbitano, envolto por uma parede
polimérica [poli (e-caprolactona)]. Esse sistema gera uma cinética de liberagcéo
do farmaco dependente da viscosidade do nucleo (representada no modelo
como Fcore € Krelsow) e a da parede polimérica (representada in vivo por
Fexernal € Krelrast). A taxa de liberacdo de farmaco dessa nanoparticula
(KrelsLow) diminui de acordo com o aumento na concentracdo do polimero ou
na dependéncia concentracdes de triglicerideos de cadeia média e/ou de
monoestearato de sorbitano. Nesse contexto, as similacdes realizadas variando
em 10 e 100 vezes o valor de KrelsLow permitiram entender o impacto desse
parametro na pemetracdo crebral da QTP do animais poli(i:c) (Figura 6,
Capitulo 3). Foi possivel observar que um aumento de 10 vezes no KrelsLow
aumenta a concentracao total no plasma e reduz as concentracfes cerebrais
livres, no entanto, essas alteragdes sdo pquenas e podem nao ter um impacto
clinico significativo.

As simulacdes também mostraram que, quanto maior o KrelsLow, maior
a quantidade de farmaco liberada no plasma e menos eficaz € o nanocarreador
para superar as alteragdes na BHE produzidas nos animais poli(i:c). Apenas
um aumento de 100 vezes na liberagdo do farmaco a partir do nicleo da LNC
poderia comprometer a melhora significativa na penetracdo cerebral da QTP
pela QLNC em animais poli(i:c), 0 que na pratica seria impossivel de ser obtido,
mesmo alterando as proporgdes dos componentes da formulacéo.

A quantificacdo da QTP em amostras de plasma, microdialisado

cerebral e também do farmaco associado as nanocapsulas foi realizada
através de metodologias previamente validadas e publicadas. Entretanto,

para a etapa PD do trabalho era necesséario desenvolver e validar
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metodologia bioanalitica para a determinacdo das monoaminas dopamina,
serotonina e seus metabolitos em amostras de microdialisado cerebral
através de LC-MS/MS.

O método bioanalitico desenvolvido foi validado de acordo com as
diretrizes do Food and Drug Administration (FDA, 2011) demonstrando-se
seletivo, preciso, exato sensivel e permitiu o monitoramento in vivo das
monoaminas (DA, DOPAC, HVA, 5-HT e b5-HIIA) em amostras de
microdialisado de cortex pré-frontal de ratos higidos e com SCZ experimental.
Entre as vantagens do método bioanalitico proposto em relacdo a outros
métodos descritos na literatura destacam-se a minimizacdo do tempo
analitico (15 min) e do volume de amostra injetado (20 pL), além da
guantificacdo de analitos em modo de eletrospray positivo e negativo na
mesma corrida cromatografica, sem a necessidade de etapas de
derivatizacdo ou extracdo das amostras (Capitulo 2). O método
desenvolvido foi empregado com sucesso para avaliar 0s niveis basais de
monoaminas em animais higidos e do modelo neurodesenvolvimental de
esquizofrenia e também as alteracbes apd6s a administracdo das
formulacdes avaliadas nesta tese (FQ e QLNC).

Os animais higidos administrados com as formulacdo FQ e QLNC,
ambos na dose de 5 mg/kg, apresentaram aumento significativo e
semelhante dos niveis extracelulares de DA em relacdo a linha de base,
diferentemente dos animais poli(i:c), que apresentaram alteracbes
significativas equivalentes nos niveis desse neurotransmissor apenas apos
a administracdo de QLNC. N&o foram observas diferencas significativas em
relacdo a linha de base de nenhum dos outros compostos (DOPAC, HVA, 5-
HT e 5-HIIA) em nenhum dos grupos investigados.

A integracdo do modelo popPK desenvolvido (Capitulo 2) com os dados
de niveis extracelulares de DA permite explorar 0s componentes

farmacocinético e farmacodinamico da variabilidade de resposta ao tratamento
farmacoldgico da SCZ, descrevendo a relacdo concentracdo-efeito in vivo das
formulagdes investigadas.

O modelo popPK/PD desenvolvido permitiu demonstrar, pela primeira

vez, que a SCZ experimental reduz a sensibilidade farmacologica a QTP, ja
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que o valor de ECso estimado pelo modelo foi cerca de 3 vezes maior para 0s
animais poli(i:c) em relacdo aos animais higidos administrados com FQ.

Anteriormente (Capitulo 1) haviamos demonstrado que animais poli(i:c)
nao respondem a formulacdo FQ no teste comportamental do PPIl. Embora a
via neuroldgica que rege a resposta do PPl e as alteracbes nos niveis
extracelulares de DA no mPFC possam nao ser correlacionadas, o conjunto de
resultados obtidos permite hipotetizar que alteracbes em outros receptores de
neurotransmissores devido a SCZ podem levar a mudancas na poténcia de
farmacos semelhantes aquelas observadas para o ECso da QTP. A reduzida
penetragdo cerebral da QTP somada ao aumento no valor do ECso ajuda a
entender a falta de resposta no PPI e destaca a importancia do componente
farmacodinamico na alta variabilidade na resposta ao tratamento farmacolégico
na SCZ.

A utilizacdo do farmaco nanoencapsulado (QLNC) ndo causou
alteracées nos parémetros farmacodinamicos da QTP. No entanto, como o
nanocarreador modula o delivery cerebral da QTP foi observado um aumento
nos niveis basais de DA no mPFC dos animais poli(i.c). Este resultado
evidencia a importdncia do componente farmacocinético no tratamento
farmacoldgico da SCZ e indica que a nanotecnologia pode ser usada na busca
de tratamentos mais efetivos para a doenca.

E importante ressaltar que a extrapolacdo possivel com esse modelo
PK/PD é limitada, jA que, investigamos uma uUnica dose do farmaco. No
entanto, € um ponto de partida para uma nova abordagem de avaliagdo pré-
clinica de antipsicéticos usando modelagem matematica & simulacdo para
correlacionar dados obtidos in vivo em modelo animal preditivo de SCZ.

Assim, a presente tese apresenta uma abordagem conceitualmente
inovadora na investigacdo do potencial terapéutico de nanoparticulas para
delivery cerebral: estudo farmacocinético pré-clinico em modelo experimental
de doenca, com investigacdo farmacocinética e farmacodinamica utilizando
técnica refinada para medir as concentracdes livres do farmaco no local de
acao e ferramentas de modelagem matematica & simulacdo para entender os
mecanismos envolvidos na liberacdo in vivo do farmaco a partir do sistema

nanoestruturado, sua distribuicao tecidual e seu efeito.
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As diferencas observadas na disposicdo farmacocinética cerebral e
plasmatica do farmaco em solugdo e nos nanocarreadores em animais higidos
e com esquizofrenia experimental, bem como as alterac6es nos niveis de DA
apos uso dessas formulacbes na situacdo higido ou doente, permitiram
demonstrar a importancia da investigacao pré-clinica na condicdo de doenca
em que o farmaco sera utlizado, indicando que a avaliacdo de
nanocarreadores em animais higidos pode mascarar o potencial real dessas
nanoestruturas para o delivery de farmacos.

A investigacdo das concentracdes livres (farmacologicamente ativas)
através de microdialise plasmatica e cerebral no local de acdo dos
antipsicéticos, e ndo somente as concentracdes plasméaticas totais ou as
concentracfes teciduais totais obtidas em homogeneizado de tecidos,
geralmente descritas nos estudos de penetracdo tecidual de nanoparticulas,
permitiram entender a fungdo do nanocarreador na penetracdo do farmaco
através da BHE, demonstrando seu papel determinante no transporte do
farmaco no organismo.

Apesar das medidas farmacocinéticas de exposi¢cdo ao farmaco, como
area sob a curva de concentracéo vs tempo (ASC) e concentracdo plasmatica
méaxima (Cmax), geralmente relatadas nos estudo farmacocinéticos com
nanoparticulas serem relevantes para a aplicacdo biolégica dessas
formulacdes, o refinamento da analise dos dados farmacocinéticos utilizando
ferramentas de MM&S utilizando neste trabalho permitiu o entendimento dos
mecanismos envolvidos no delivery cerebral do farmaco em condicdo de
doenca, contribuindo para a construcdo de modelo popPK semi-mecanistico
gue pode ser utilizado no desenvolvimento de nanocarreadores customizados.

Por fim, diferentemente dos trabalhos tradicionais com nanoparticulas,
onde sdo avaliadas de modo independente as alteracdes farmacocinéticas e/ou
farmacodinamicas produzidas pelos nanocarreadores, no presente trabalho,
através do uso de modelagem PK/PD, foi possivel explorar o potencial
terapéutico das nanoparticulas, possibilitando a compreensao global do papel

dessas LNCs no delivery cerebral da quetiapina.
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CONCLUSOES







O conjunto de resultados desse trabalhdo permite concluir que o modelo
neurodesenvolvimental de esquizofrenia em ratos Wistar machos e fémeas,
através da ativacao da resposta imune materna induzida por poli(i:c), foi capaz
de causar alteracbes comportamentais na prole e alterar o padrdo de
penetracdo cerebral da QTP, dando suporte a hipotese de que ha um
componente farmacocinético na Vvariabilidade da resposta terapéutica
observada no tratamento farmacoldgico da esquizofrenia.

A administracdo da QTP em uma nanoparticula polimérica de nucleo
lipidico demonstrou ser capaz de governar a distribuicdo cerebral do farmaco,
superando as alteragbes causadas pela SCZ experimental e retornando a
exposicdo cerebral da QTP para os niveis observados em animais higidos.

O desenvolvimento de um modelo farmacocinético semi-mecanistico
através de uma abordagem populacional, que descreveu a farmacocinética
plasmética e cerebral da QTP em animais higidos e com SCZ experimental,
representou uma estratégia inédita e permitiu entender o mecanismo pelo qual
o nanocarreador modula o delivery cerebral do farmaco e evidenciar as
vantagens de sua aplicacéo no tratamento da SCZ.

Utilizando a técnica de microdialise cerebral foi possivel medir os niveis
intersticiais corticais de dopamina, serotonina e seus metabdlitos e demonstrar
qgue, na dose investigada (5 mg/kg), a FQ foi capaz de promover uma alteracdo
nos niveis extracelulares de dopamina em animais higidos, mas nao foi capaz
de alterar os niveis intersticiais de dopamina animais com SCZ experimental.
Entretanto, quando os animais com SCZ experimental foram administrados
com QLNC os niveis intersticiais de dopamina foram semelhantes aos
encontrados em animais higidos.

Através do modelo semi-mecanistico popPK/PD desenvolvido foi
possivel demonstrar a importancia do componente farmacodindmico na alta
variabilidade de resposta farmacologica da SCZ e que as nanoparticulas,
apesar de ndo serem capazes de alterar os parametros PD da quetiapina,
causam um aumento nos niveis basais de dopamina no mPFC dos animais
poli(i:c) porque melhoram o delivery cerebral do farmaco.

Assim, o conjunto de dados desta tese € inovador e pode contribuir ndo

apenas para uma melhor compreensdao do componente farmacocinético
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associado a variabilidade na resposta terapéutica da SCZ como também

propbe uma estratégia de base nanotecnologica para resolvé-lo.
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Anexo |

Carta de aprovacdo do projeto no comité de ética no uso de animais
(CEUA/UFRGS)

UFRGS PRO-REITORIA DE PESQUISA %C EFEUA
; @)Y —— UFRGS
@ UNIVERSIDADE FEDERAL Comissio De Etica No Uso De Animais
DO RIO GRANDE DO SUL

CARTA DE APROVACAO

Comissao De Etica No Uso De Animais analisou o projeto:

Numero: 31001

Thhuita: Modelagem Farmacocinética/Farmacodinamica (PK/PD) da Quetiapina Nanoencapsulada em

Modelo Animal de Esquizofrenia

Vigéncia: 11/04/2016 a 31/08/2019

Pesquisadores:

Equipe UFRGS:

TERESA CRISTINA TAVARES DALLA COSTA - coordenador desde 11/04/2016
SILVIA STANISCUASKI GUTERRES - pesquisador desde 11/04/2016

STELA MARIS KUZE RATES - pesquisador desde 11/04/2016

Fabiola Schons Meyer - pesquisadbr desde 11/04/2016

Fernando Olinto Carrefio - Aluno de Doutorado desde 11/04/2016

Equipe Externa:

Ana Pula Hermann - pesquisador desde 11/04/2016

Comisséao De Etica No Uso De Animais aprovou o mesmo em seus aspectos éticos e
metodolégicos, para a utilizagdo de 119 ratos Wistar de 90 dias de idade, 20 machos e 99
fémeas, 176 ratos Wistar machos provenientes do cruzamento dos referidos animais e o
descarte de 176 fémeas recém-nascidas destes mesmos cruzamentos, todos provenientes
do CREAL-UFRGS, de acordo com os preceitos das Diretrizes e Normas Nacionais e
Internacionais, especialmente a Lei 11.794 de 08 de novembro de 2008, o Decreto 6899 de 15
de julho de 2009, e as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentagdo Animal (CONCEA), que disciplinam a produgdo, manutengao e/ou utilizagéo
de animais do filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) em atividade de ensino ou
pesquisa.

Porto Alegre, Sexta-Feira, 6 de Maio de 2016

MARCELO MELLER ALIEVI
Coordenador da comissao de ética
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Anexo Il

Carta de aprovacdo de adendo no comité de ética no uso de animais
(CEUA/UFRGS) para utilizacao de fémeas

MSCEUA

PRO-REITORIA DE PESQUISA

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

!

CARTA DE APROVAC:&O/ADENDO
Processo N°: 31001

TITULO: MODELAGEM FARMACOCINETICA/FARMACODINAMICA (PK/PD)
DA QUETIAPINA NANOENCAPSULADA EM MODELO ANIMAL DE
ESQUIZOFRENIA '

Pesqhisador Responsavel: TERESA CRISTINA TAVARES DALLA COSTA

Comissio De Etica no Uso De Animais aprovou o adendo ao projeto- intitulado
“Modelagem = Farmacocinética/Farmacodinimica (PK/PD) da Quetiapina
Nanoencapsulada em Modelo Animal de Esquizofrenia”, em reunido realizada em
29/08/2016 - Sala 323 do Anexo 1 da Reitoria - Campus Centro - Porto Alegre - RS,
em seus aspectos éticos e metodologicos, para a utilizagdo de 119 ratos Wistar de 90
dias de idade, 20 machos e 99 fémeas, provenientes do CREAL-UFRGS; aprova-se
também a utilizagdo de 176 ratos Wistar machos e 176 (75 adendo 1+ 101 adendo 2)
ratos Wistar fémeas provenientes do cruzamento dos referidos animais. O projeto esta
de acordo com os preceitos das Diretrizes e Normas Nacionais e Internacionais,
especialmente a Lei 11.794 de 08 de novembro de 2008, o Decreto 6899 de 15 de julho
de 2009, e as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Expérimentagéo
Animal (CONCEA), que disciplinam a produgdo, manuten¢io e/ou utilizagdo de
animais do filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) em atividade de ensino
ou pesquisa.

Porto Alegre, 09 de setembro de 2016

' : Marcelo Meller Alievi
Coordenador da CEUA/UFRGS
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