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RESUMO. O acido micofendlico (AMF) é um farmaco imunosupressor amplamente utilizado em trans-
plantes renais. O monitoramento terapéutico de AMF é recomendado para melhorar os resultados clinicos
e reduzir os efeitos adversos. Foi desenvolvido um método para determinacio de AMF em plasma por
CLAE empregando fase mével composta de tampéo fosfato pH 2,3 e acetonitrila (50:50, v/v) e coluna C8
(250 x 4,0 mm) ap6s uma etapa simples de precipitacio de proteinas com acetonitrila. A curva de calibra-
cao (y = 0,1515x-0,0067) apresentou linearidade adequada com r2 = 0,9999. A exatidao (95-102%), preci-
sdo intra-ensaios (2,57-8,25%) e a precisio inter-ensaios (5,13-8,58 %) foram aceitaveis. O limite de quanti-
ficacao foi 0,1 yg/mL. O método foi aplicado na estimativa da ASC,.;, em 3 pacientes transplantados re-
nais usando uma abordagem de amostragem limitada. A maioria das medidas apresentou valores abaixo
das faixas terapéuticas recomendadas.

SUMMARY . “Determination of mycophenolic acid in plasma by high performance liquid chromatography with
diode array detection (HPLC-DAD)”. Mycophenolic acid (MPA) is an immunosuppressive drug widely used on
kidney transplantation. MPA therapeutic drug monitoring is recommended to improve therapeutic outcomes and
reduce adverse effects. The aim of this study was to validate a method for the determination of MPA in plasma,
employing HPLC-DAD, after a simple protein precipitation step with acetonitrile. The calibration curve (y =
0.1515x-0.0067) presented good linearity with 12 = 0.9999. Accuracy (95-102%), intra-assay precision (2.57-8.25
%) and inter-assay precision (5.13-8.58%) were acceptable. The quantification limit was 0.1 gg/mL. The method
was applied to the estimation of AUC_y, in 3 kidney transplant patients using a limited sampling approach. The
majority of the measurements presented values below the recommended therapeutic ranges.

INTRODUCAO

O micofenolato mofetil (MMF) é um farmaco
amplamente utilizado na terapia imunossupres-
siva de manutenc¢io em pacientes transplanta-
dos renais 1. O MMF, administrado por via oral,
¢ um pro-firmaco que é rapidamente metaboli-
zado in vivo para seu constituinte ativo, acido
micofendlico (AMF, Fig. 1), através de esterases
intestinais, plasmdticas e hepdticas 2. O principal
produto do metabolismo do AMF é o seu glicu-
ronideo (GAMF), que nao € ativo mas que pode
estar presente no plasma em concentracdes até
300 vezes superiores a0 AMF 1. A atividade imu-
nossupressora do AMF é devida a inibicio re-

Acido micofendlico (AMF)

Padréo intemo (PI)

Figura 1. Estruturas quimicas do acido micofendlico e
do padrao interno.

versivel da inosina monofosfato desidrogenase,
enzima necessdria para a mitose dos linfocitos,
o que resulta na reducao da proliferacao linfoci-
taria 1.2,
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Estudos recentes tem recomendado o moni-
toramento terapéutico de AMF em pacientes em
farmacoterapia com MMF, especialmente devido
a variabilidade inter-pacientes na exposicio ao
farmaco e a variabilidade intra-paciente ao lon-
go da terapia 13-4,

Em um estudo clinico com a utilizacao de
MMF controlada pela concentracio de AMF em
plasma, van Gelder et al. 3, confirmaram que o
risco de rejeicio aguda € maior em pacientes
com baixa exposicao ao AMF e que a interrup-
cao do tratamento devido a efeitos adversos é
mais freqiiente em elevadas exposicdes ao AMF.
A exposicao ao AMF ¢é usualmente avaliada atra-
vés da area sob a curva no intervalo de 0 a 12 h
ap6s a administracao oral (ASCy.,), com alvos
consensuais recomendados entre 30 e 60
mg.h/L 4. Entretanto, a determinacio da ASC.;,
representa um desafio pratico, devido a necessi-
dade de multiplas coletas de sangue e ao longo
tempo necessario para sua execucao. Uma alter-
nativa € o emprego de estratégias de amostra-
gem limitadas, as quais permitem a modelagem
de uma funciao matemadtica e a conseqiiente es-
timativa da ASCg_q, 4. Prémaud et al. 5> desenvol-
veram um modelo farmacocinético, empregando
estimadores bayesianos, a fim de permitir a esti-
mativa da ASC_;, a partir de trés coletas de san-
gue (20 min, 1 h e 3 h ap6és a dose oral de
MMF). O mesmo modelo permite estimar doses
para alcangar valores alvo de ASCy_;,.

Le Meur et al. ¢ avaliaram o modelo acima
descrito em um estudo clinico randomizado,
comparando a taxa de falha no tratamento, ca-
racterizada por morte, perda do enxerto, rejei-
cdo aguda e descontinuacio do MMF, entre um
grupo utilizando MMF em doses fixas e outro
empregando o modelo farmacocinético de ajus-
te de doses. Os autores concluiram que o moni-
toramento terapéutico pode reduzir a incidéncia
de falha no tratamento, bem como a de efeitos
adversos.

Diversos métodos baseados em cromatogra-
fia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com detec-
tores espectrofotométricos foram publicados pa-
ra a determinacao de AMF em plasma. Os méto-
dos de preparacao das amostras incluem extra-
cdo em fase solida 7, extracao liquido-liquido 89
e precipitacio de proteinas 210-13, Atualmente,
nao existem imunoensaios para a determinacio
de AMF sendo comercializados no Brasil. Natu-
ralmente, a determinacio de AMF deve ser reali-
zada por métodos estritamente validados para a
utilizacio dos modelos farmacocinéticos dispo-
niveis.
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Desta forma, o objetivo deste trabalho é de-
senvolver e validar um método simples e rapido
para determinacao de AMF por CLAE empregan-
do um detector de arranjo de diodos (DAD),
aplicavel a laboratérios com recursos limitados,
com o propdsito de possibilitar 0 monitoramen-
to terapéutico deste firmaco empregando um
modelo farmacocinético baseado na estimativa
da area sob a curva, através de uma estratégia
de amostragem limitada.

MATERIAIS E METODOS
Reagentes e solucoes

O 4cido micofendlico (AMF, (E)-6-(1,3-dihi-
dro-4-hidréxi-6-metoxi-7-metil-3-ox0-5-isoben-
zofuranil)-4-metil-4-hexenoato) e o padrio inter-
no (PI, dcido (£)-6-[1,3-dihidro-4-(4-carboxi-bu-
tox1)-6-metoxi-7-metil-3-ox0-5-isobenzo-furanil-
4-metil-4-hexendico) foram gentilmente doados
pela Roche Pharmaceuticals (Palo Alto, Estados
Unidos). O fosfato de sé6dio monobdsico foi
proveniente da Nuclear (Diadema, Brasil). Acido
fosforico 85% e acetonitrila grau CLAE foram
provenientes da Merck (Darmstadt, Alemanha).
Agua purificada foi obtida através de um siste-
ma Elga Purelab Ultra da Elga Labwater (Lane
End, Reino Unido). A solucao-mae de PI (1
mg/L) foi preparada através da dissolu¢ao do
composto em acetonitrila. A solugdo de trabalho
de PI foi preparada diluindo 500 pL da solucao-
mae em 10 mL de acetonitrila.

Equipamentos

Foi utilizado um cromatégrafo liquido de alta
eficiéncia Shimadzu Class VP (Kioto, Japao),
composto de um sistema quaternario de bom-
bas LC-10AT, moédulo controlador SCL-10A, des-
gaseificador DGV-14A, forno de coluna CTO-
10AS, auto-injetor SIL-10AF e detector de arranjo
de diodos SPD-M10A. A coluna utilizada foi
Lichrospher Merck RP 8ec (250 x 4,0 mm, d.p. 5
pm) da Merck (Darmstadt, Alemanha). O siste-
ma de cromatografia foi controlado pelo progra-
ma Class VP 6.13 SP2, da Shimadzu.

Preparacdo da fase movel e condicoes
cromatogrdficas

A fase movel foi preparada através da mistu-
ra de tampio fosfato pH 2,3 (50 mM) e acetoni-
trila (50:50, v/v). O tampao fosfato foi prepara-
do através da dissolucdo de 6,66 g de fosfato de
potassio monobdsico em 900 mL de dgua purifi-
cada, seguida da adicao de 4,8 g de acido fosfo-
rico 85% (v/v). O volume foi completado para
1000 mL com agua purificada e o pH foi ajusta-



do com a adi¢iao de acido fosférico ou hidroxi-
do de potassio 0,1 M. Antes da utilizacao, o
tampao foi filtrado através de membrana de ace-
tato de celulose com poros de 0,45 pm (Sarto-
rius, Alemanha) e desgaseificada em banho ul-
tra-sdénico por 5 min. O fluxo da fase movel foi
de 1,0 mL/min. A coluna foi mantida a 30 °C
durante a analise. A deteccdo foi realizada a 250
nm, com a aquisicio de espectros de varredura
entre 200 e 380 nm.

Curva de calibracdo

As curvas de calibracio foram obtidas atra-
vés da adicao de AMF em plasma humano a fim
de obter amostras com concentracoes de 0,1;
0,25; 0,5; 1; 5; 10 e 50 pg/mL. Para a construcio
da curva de calibracido foi utilizada a média de
trés determinacdes de cada calibrador. A curva
de calibracdo foi construida através do estabele-
cimento da correlacio entre a razao das areas
dos picos referentes ao AMF e do PI (y) e as
concentracoes de AMF adicionadas (x). A curva
foi avaliada com base no coeficiente de determi-
nacao (r2).

Preparo das amostras

Uma aliquota de 250 pL de plasma, em mi-
crotubos de polipropileno, foi adicionada de 50
pL da soluciao de trabalho de PI (50 pg/mL) e
de 450 pL de acetonitrila. A mistura foi homoge-
neizada em vortex por 30 s e posteriormente foi
centrifugada a 12.000 g por 10 min, a 4 °C.
Ap6s, 200 pL do sobrenadante foram transferi-
dos para um vial de vidro e adicionados de 200
pL de tampao pH 2,3, com homogeneizacio em
vortex por 10 s. Uma aliquota de 50 pL foi inje-
tada no sistema CLAE-DAD.

Avaliacdo da seletividade

Amostras de plasma de 6 individuos nio
usudrios de acido micofendlico foram processa-
das e a presenca de picos interferentes foi ava-
liada. Adicionalmente, todos os picos cromato-
graficos foram avaliados quanto a sua pureza
espectral através do DAD.

Estabilidade

Amostras de plasma adicionadas de acido
micofendlico na concentracao de 10 pg/mL fo-
ram preparadas e imediatamente armazenadas a
4 °C. Aliquotas destas amostras foram analisadas
no dia da preparacio e 2, 7 e 14 dias apds. A
estabilidade foi avaliada através do C.V. % dos
valores obtidos entre os valores de concentra-
¢ao de acido micofendlico calculados através da
curva de calibracio.
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Ensaios de precisdo e exatiddo

A precisao e a exatidao do método foram
avaliadas através de andlises de amostras cali-
bradoras, preparadas em plasma humano, con-
tendo acido micofendlico nas concentracoes 0,4;
0,8; 4 e 40 pg/mL. As andlises foram realizadas
em triplicata e repetidas em 5 dias diferentes. A
precisao intra-ensaios € a precisao inter-ensaios
foram calculadas pela anilise de variancia
(ANOVA), usando dia como varidvel agrupado-
ra. A exatidao foi calculada como percentagem
média obtida do valor teérico adicionado na
amostra.

Limites de quantificacdo

O limite de quantificacao foi definido como
a menor concentracio de um calibrador com
C.V. % inferior a 20% (analises em triplicata).

Robustez

Foram analisadas amostras de plasma na
concentracao de 5 pg/mL, em triplicata, para ca-
da parametro de variacio avaliado: temperatura
do forno (30 e 31 °C), fluxo da fase moével (1,0
e 1,1 mL/min) e pH do tampao utilizado na pre-
paracio da fase movel (2,3 e 2,2). Os resultados
foram avaliados através do teste t de Student,
com nivel de confianca de 95%.

Aplicacdo do método

O método foi aplicado ao monitoramento te-
rapéutico de AMF em trés pacientes transplanta-
dos renais, conforme procedimento aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa da Irmandade
Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre. Fo-
ram colhidas amostras de sangue nos tempos 20
min, 1 h e 3 h apés uma dose oral de 1 g de
MMEF. As amostras foram coletadas em tubo a
vacuo contendo EDTA. Logo apds a coleta, os
tubos foram centrifugados e o plasma foi trans-
ferido para outro tubo e foi armazenado sob re-
frigeracao a 4 °C até a andlise. As concentracoes
de AMF foram utilizadas para a estimativa da
ASCy_q, através do modelo farmacocinético de-
senvolvido por Premaud et al. 5 empregando a
ferramenta Immunosuppresants Bayesian Dose
Adjustment (ISBA), disponibilizado pelo Depar-
tamento de Farmacologia Clinica da Universida-
de de Limoges, Franca (<https://pharmaco.chu-
limoges.fr/abis.htm>).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com as condi¢oes cromatograficas utilizadas
foi possivel obter uma separacao adequada do
AMF e do padrao interno de demais compostos
presentes nas amostras analisadas. O tempo to-
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tal de analise cromatogrifica foi de 7 min. O pi-
co referente ao AMF apresentou tempo de re-
tencdo médio de 5,6 min e o pico referente ao
padrao interno apresentou tempo médio de re-
tencao de 4,6 min. O uso de eluicdo isocritica
permite ciclos analiticos rapidos quando um
grande nimero de amostras devem ser proces-
sadas. Nao foram observados picos nos tempos
de retencio dos analitos em amostras de plasma
isentas de AMF (Fig. 2).

A preparacio da amostra, baseada na preci-
pitacio de proteinas com acetonitrila, foi sim-
ples e rapida. Apesar da decorrente diluicao do
AMF nesta etapa, a sensibilidade obtida foi satis-
fatéria. Também, as condicoes utilizadas nao
propiciam um meio acido, que pode reduzir a
estabilidade do GAMF, levando a uma elevacao
artificial das concentracoes de AMF 13 .
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Figura 2. Separacao cromatografica obtida com moni-
toramento em 250 nm: (A) amostra de plasma isenta
de acido micofendlico, com padriao interno (PD; (B)
calibrador contendo AMF (10 pg/mL); (C) amostra de
plasma de paciente em farmacoterapia com AMF (5,1
pg/mL).
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Desta forma, a conjugacao do sistema de
eluicao isocratica com tempo curto de corrida e
a preparacao simples da amostra, sem etapa de
concentraciao e evaporacao de solvente, possibi-
lita que o método seja utilizado em laboratérios
com recursos limitados, de forma ripida, conju-
gando caracteristicas que o tornam vantajoso em
respeito a outros métodos anteriormente publi-
cados 713,

Em todas as anilises, os picos referentes aos
analitos foram avaliados com respeito a sua pu-
reza espectral e similaridade com os espectros
de absorcio de referéncia, através de rotinas
disponiveis no sistema CLAE-DAD, e nio foram
observados interferentes. O valor de pureza
sempre foi superior a 0,9976 para AMF e PI, em
todas as anilises, sendo que o limiar para pure-
za foi determinado como 0,9950. Além disto, a
utilizacdo do detector DAD permitiu a utilizacio
de um critério adicional de identificacio dos
analitos, especialmente considerando a utiliza-
¢ao de polifirmacos pelos pacientes transplanta-
dos. Os espectros de absor¢io entre 200 e 380
nm de AMF e do PI, devido a presenca de va-
rios maximos e minimos, sao bastante caracte-
risticos, facilitando sua diferenciacio de outros
compostos eventualmente presentes. Ambos os
compostos apresentam maximos de absorcao
em 215 e 250 nm, mas diferem pela presenca de
maximos na regiao proxima a 300 nm (303 e 305
nm para AMF e 291 e 295 para o PD. As concen-
tracoes de AMF mostraram-se estaveis quando as
amostras de plasma sio mantidas em refrigera-
cdo, em um intervalo de até 14 dias, com varia-
¢do percentual entre os valores pré e pds-arma-
zenamento inferiores a 5,0%, em concordancia
com os resultados de Shipkova ef al. 10.

A curva de calibracao obtida apresentou li-
nearidade adequada na faixa entre 0,1 e 50
pg/mL de AMF, com inclinacio 0,1515 (erro pa-
drao 0,0018) e intercepto -0,0067 (erro padrio
0,1097) e r2 de 0,9999. A precisiao intra-ensaios
esteve entre 2,6 e 8,6% e a precisdo inter-en-
saios esteve entre 5,1 e 8,6%, demonstrando a
adequada repetibilidade do método. A exatidao
foi determinada entre 95 e 102%, também den-
tro dos critérios de aceitacao para métodos bio-
analiticos preconizados por Shah et al. 14. Consi-
derando o propédsito da metodologia proposta
neste estudo, focada no monitoramento terapéu-
tico do AMF, o limite de quantificacio é bastan-
te inferior aos menores niveis terapéuticos. Na
avaliacao da robustez, os valores de t encontra-
dos para a temperatura do forno, fluxo da fase
movel e pH utilizado na preparacio da fase mo-
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Concentracio Intra-dias Inter-dias Exatidao LDQ
(pg/mL) (CV. %) (C.V. %) (%) (ng/mL)
40,0 2,57 6,65 102,3 0,1
4,0 4,13 7,10 99,6
0,8 5,13 8,58 95,1
0,4 8,25 5,13 95,4
Curva de calibracao
Equacio . Erro Faixa linear
regressao linear Coeficiente padriao L (pg/mL)
inclinacao 0,1515 0,0018 0,9999 0,1 -50,0
intercepto -0,0067 0,1097
Tabela 1. Parimetros de validacao do método
Pacient Dose MMF Tempo AMF ASC Dose estimada
actente (mg) pos-transplante (ng/mL) (ng.h/mL) para AUC (mg)
1 1.000 07 dias 20 min = 1,59 17,42 30 pg.h/mL = 1.750
60 min = 2,13 45 pg.h/mL = 2.000*
180 min = 3,3 60 pg.h/mL = 2.000*
1.000 14 dias 20 min = 2,47 24,71 30 pg.h/mL = 1.250
60 min = 2,29 45 pg.h/mL = 1.750
180 min = 5,49 60 pg.h/mL = 2.000*
2 1.000 07 dias 20 min = 1,79 13,82 30 pg.h/mL = 2000*
60 min = 1,68 45 pg.h/mL = 2.000*
180 min = 1,11 60 pg.h/mL = 2.000*
1.000 14 dias 20 min = 3,91 23.70 30 pg.h/mL = 1.500
60 min = 3,98 45 pg.h/mL = 2.000*
180 min = 1,99 60 pg.h/mL = 2.000*
3 1.000 07 dias 20 min = 15,63 32,69 30 pg.h/mL = 1000
60 min = 7,55 45 pg.h/mL = 1.500
180 min = 3,31 60 pg.h/mL = 1.750
1.000 14 dias 20 min = 5,81 37,32 30 pg.h/mL = 750
60 min = 13,21 45 pg.h/mL = 1.250
180 min = 4,71 60 pg.h/mL = 1.500

Tabela 2. Dados farmacocinéticos dos participantes do estudo. * A dose maxima didria de MMF ¢ limitada a

4.000 mg.

vel foram 0,0613; 0,0795 e 0,0752, respectiva-
mente. Considerando o valor de t tabelado de
2,7765, para um nivel de confianca de 95%, o
método desenvolvido foi considerado robusto
frente aos trés parimetros de variacio avaliados.

Os voluntarios participantes do estudo esta-
vam sob farmacoterapia imunosupressora com-
binada com MMF, tacrolimus e prednisona. A
administracio de MMF seguiu a posologia usual
de doses orais de 1000 mg, duas vezes ao dia.
Os resultados obtidos nas amostras de plasma
obtidas dos voluntarios participantes do estudo
nos tempos 20 min, 1 h e 3 h pés-dose sao

apresentados na Tabela 2. Empregando o mode-
lo cinético descrito anteriormente, quatro das
seis determinacdes realizadas apresentaram va-
lores de ASCy 1, para o AMF abaixo da janela te-
rapéutica preconizada, de 30 a 60 mg.h/L 4, com
valores entre 17,4 a 24,7 pg/mL. As duas deter-
minacdes com valores dentro da janela terapéu-
tica apresentaram valores de 32,7 e 37,3 ng/mL,
apenas marginalmente superiores ao limite infe-
rior da faixa recomendada. Embora com um nu-
mero reduzido de participantes, este estudo su-
porta dados anteriores 46 de que a dose reco-
mendada usual de 1.000 mg de MMF em duas
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doses diarias ¢ insuficiente para obter imunos-
supressao suficiente em pacientes em terapia
com AMF, sendo necessarias doses na ordem de
1.500 a 2.000 mg, em duas doses diarias. Esta
aplicacao do método demonstra sua potenciali-
dade para adequacio dos regimes posologicos
de pacientes que empregam MMF, especialmen-
te quando associada ao modelo farmacocinético
desenvolvido por Prémaud et al. 5.

CONCLUSAO

Um método rapido e simples para a determi-
nacao de dcido micofendlico por CLAE-DAD foi
desenvolvido e validado. O método foi especifi-
co, preciso, exato, sensivel e robusto, tendo si-
do aplicado no monitoramento terapéutico do
acido micofendlico em pacientes transplantados
renais, associado a um modelo farmacocinético
previamente estabelecido. Os resultados estima-
dos da area sob a curva de AMF nos voluntarios
indicam que a posologia usual de 1.000 mg de
MMF em duas doses didrias € insuficiente para
atingir exposi¢coes ao AMF dentro da janela tera-
péutica.
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Centro Universitdrio Feevale, pelo apoio financeiro.
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