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RESUMO

O transplante renal constitui-se no tratamento de escolha para pacientes com
insuficiéncia renal crénica terminal. O &cido micofendlico € um imunossupressor muito
empregado no transplante, que age como um potente, seletivo, ndo competitivo e reversivel

inibidor da enzima inosina-monofosfato desidrogenase.

Atualmente, dois compostos estdo disponiveis: o micofenolato de mofetila e o
micofenolato sédico, ambos apresentando elevado indice de complicacdes gastrointestinais.
Na prética clinica, os pacientes sdo rotineiramente prescritos com doses fixas padréo, o que

pode levar a uma diferenca de pelo menos 10 vezes na exposi¢do a droga.

O monitoramento terapéutico do &cido micofendlico surge como uma ferramenta de
apoio clinico, auxiliando no ajuste de doses, na individualizagdo da terapia, e promovendo
maior entendimento quanto a interacbes medicamentosas na farmacocinética do A&cido
micofendlico. O omeprazol é um dos farmacos muito prescritos para pacientes transplantados,
seja na profilaxia de distdrbios géastricos, seja no tratamento de Ulceras pépticas. Entretanto,
dados da literatura véem apontando uma possivel interacdo do omeprazol na farmacocinética

do acido micofendlico, por elevar o pH géstrico e diminuir sua absorcao.

Assim, o objetivo desse trabalho foi realizar a validacdo de método para
monitoramento terapéutico do &cido micofendlico e realizar uma analise dos efeitos da co-
administracdo de omeprazol nos niveis plasméticos do &cido micofendlico em grupos de

pacientes em uso de micofenolato mofetila ou micofenolato sédico.

O método laboratorial desenvolvido e validado para monitoramento terapéutico do
acido micofendlico apresentou-se condizente com os pardmetros de validagdo descritos na
literatura. A andlise dos niveis de acido micofendlico, quando co-administrado ou nado
omeprazol em pacientes em uso de micofenolato mofetila ou micofenolato sédico, ndo
demonstrou diferencga estatistica, mas se observou que tanto o grupo micofenolato mofetila
quanto o micofenolato sddico, em co-administragdo com omeprazol, apresentavam menor

variancia dos niveis plasméticos de &cido micofendlico.



ABSTRACT

Renal transplantation has been deemed the best treatment for patients with end stage
renal disease. Mycophenolic acid is an immunosuppressant widely used in transplantation,
acting as a potent, selective, non-competitive and reversible inhibitor of inosine

monophosphate-dehydrogenase enzyme.

Currently, two compounds are available: mycophenolate mofetil and mycophenolate
sodium, both presenting with high rate of gastrointestinal complications. In clinical practice,
patients are routinely prescribed with fixed doses, which can lead to drug exposure

differences as great as 10 times.

Therapeutic monitoring of Mycophenolic acid appears as a helping tool, useful for
adjusting doses, individualizing therapy and promoting better understanding of drug
interactions on the pharmacokinetics of Mycophenolic acid. Omeprazole is a widely
prescribed drugs for transplanted patient, either as prophylaxis of gastric disorders or peptic
ulcers therapy. However, literature data have hinted at a possible omeprazole interaction on
Mycophenolic acid pharmacokinetics, by raising gastric pH and reducing its gastric
absorption. The aim of the current study was to evaluate Mycophenolic acid levels in patients
using mycophenolate mofetil or mycophenolate sodium with and without co-administration of

omeprazole.

The method for therapeutic drug monitoring of Mycophenolic acid seemed consistent
with previously established validation parameters. There was no statistical difference in
Mycophenolic acid levels of patients using either mycophenolate mofetil or mycophenolate
sodium, with or without concomitant omeprazole; yet Mycophenolic acid plasma levels

presented lower variance when omeprazole was concomitantly used, in both groups.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 — Estrutura molecular do MPA ... 20
Figura 2 — Rotas de formacao dos metabdlitos do MPA ..o 20
Figura 3 — Esquema demonstrando a farmacocinética envolvida ap6s administracdo de um

COMPrIMIO 08 MM ...t ettt s e nee e 21
Figura 4 - Sequéncia de etapas seguida na obtencdo das amostras de plasma. .............c.c....... 29

Quadro 1 — Concentragdes de MPA e MPAG em pg/ml nos pontos empregados para a curva

A8 CAIDIAGED. ..o 31



LISTA DE ABREVIATURAS

ATP - Adenosina Trifosfato

AUC - Area sob a curva

BPL - Boas Praticas de Laboratorio

Co - Nivel de pré-dose ou vale

CsA - Ciclosporina

CYP - Citocromo P

CV - Coeficiente de Variagdo

EC-MPS - Enteric-coated Mycophenolate Sodium
HPLC - Cromatografia Liquida de Alta Performance
HLPC-UV - Cromatografia Liquida de Alta Performance com detector UV
IMPDH - Inosina-Monofosfato Desidrogenase

ISO - International Organization for Standardization
LOD - Limite de Deteccdo

LOQ - Limite inferior de Quantificacdo

min - Minuto

ml - Mililitro

mM - Milimolar

mm - Milimetros

MMF - Micofenolato de Mofetila

MMS - Micofenolato Sédico

MPA - Acido Micofenélico



MPAG - Acido Micofen6lico Glucoronado
MTF - Monitoramento terapéutico de farmacos
N - Normal

nm - Nanometros

p.a. - Para Andlise

POP - Procedimento Operacional Padréo

RPM - Rotagdes por minuto

SUS - Sistema Unico de Satde

TCLE - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Tx - Transplante renal

UV - Ultra violeta

v/v - Volume por volume

pL - Microlitro

pm - Micrometro



SUMARIO

LINTRODUGAO ... .ottt oot et ese st e snanans 18
1.1 TRANSPLANTE RENAL .....oovive ettt enee e 18
1.2 IMUNOSSUPRESSAO EM TRANSPLANTE RENAL .......coovrveieeereeeeeeee e 18
1.2.1 Agentes Inibidores da Sintese de PUFINGS.........cccoeruireiir e e 19
1.3 MONITORAMENTO TERAPEUTICO DO ACIDO MICOFENOLICO........................ 22
1.4 INIBIDORES DA BOMBA DE PROTONS.......oouioiieiee e, 25
2 OBIETIVO ...ttt s 27
2.1 OBJETIVO GERAL ....oooooieeeeeee e 27
2.2 OBJIETIVOS ESPECIFICOS ...ttt 27
BMETODOLOGIA ..ot e 28
3.1 DELINEAMENTO ..ottt 28
B2 PACIENTES ...ttt e et s e 28
3.3 COLETA DAS AMOSTRAS .....coouiieeeieeeteeeteseseere e ees s sesseseessen e 28
3.4 PREPARO DAS SOLUCOES PADRAOQ ...t 29
3.5 PREPARO DA FASE MOVEL .......coooiiieioieieeeeeeeeeeeeee e 31
3.6 PREPARO DO PADRAO INTERNO .......c.ciuiiiieieceee et et 32
3.7 PREPARO DA SOLUCAO PRECIPITANTE .....c.cviviieieveeeeeeeeeeeeee e, 32
3.8 PREPARO DAS CURVAS DE CALIBRACAO............... Erro! Indicador nédo definido.
3.9 EXTRAGCAO DO ACIDO MICOFENOLICO ......oovvieieecsee e 32
3.10 ANALISES DAS AMOSTRAS .....ooveieeieeeieeeeeeseeeeeeeeenees e enees s 32
3.11 VALIDACAO DE METODO PARA A QUANTIFICACAO DO ACIDO

MICOFENOLICO ...ttt sttt s 33
TN 5 A o =T ol 1T Lo SO OUPPRRORURIN 33
3112 LINEAMIAAGE ...ttt ettt ettt et e e be e e et e e s e ebe e e e et bb e e e e beabeeaenrraaeaas 33
3.11.3 SENSIDITHAAUE ... ..eveeieie et ete e e st be e e e sbbbe e e e eraeae s 33
3.11.4 EXAtIAA0 € FECUPEIAGAD ... ... eeueeeuiietieitteeieeeniie et ettt sie et e ettt e et sbe e sar e e e ebe s enes 33
KN T  v= o] To £ Lo [T SR ROPRUPPRRRRURIN 34
3.12 COLETA DOS DADOS.......oouiieeeeeeeieeesesse e es st ese s sen s 34
BABETICA oot et ettt et 34
3.14 ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS .......ooeeeieceeeeeee e 35

4 CONSIDERAGCOES SOBRE O TRABALHO ........cooiiviiiiieiie e 36



S RESULTADOS ... et et et 37

5.1 CAPITULO 1 - ARTIGO 1 SUBMETIDO A PUBLICAGAO .....c.oevvrvrrrirerreraiieeinns 37
5.2 CAPITULO 2 - ARTIGO 2...uouiiririeiieei et 57
B DISCUSSAD ..ottt st 72
7 CONCLUSAO ...ttt et 82
8 PERSPECTIVAS FUTURAS ...ttt e e e eee s 83
REFERENCIAS ....ccoooit ettt st et e 84
Anexo A - Confirmacao de Submisséo do Artigo 1 pelo Editor.........cccccveveiiiiiieennnn. 93
Anexo B - Certificado de Apresentacao de Poster em CoNgresso........cocvvvveereereenieans 94
Anexo C — Certificado de Premiacao em CONGIreSSO........ccoveiverviiireiiieieiienieesieesee s 95

Anexo D - Certificado de Apresentacdo Oral em COoNgresso ...........cocvvveereeneeneeennnn 96



18

1 INTRODUCAO

1.1 TRANSPLANTE RENAL

O transplante renal (Tx) constitui-se no tratamento de escolha para pacientes com
insuficiéncia renal cronica terminal, por reduzir a morbidade e a mortalidade dos individuos e
aumentar sua qualidade de vida. Essa situacdo € o resultado da lesdo renal irreversivel do
tecido renal por doengas que tornam o rim incapaz de exercer suas funcbes. Entre as
principais doencas que levam a insuficiéncia renal cronica estdo: diabetes mellitus, lapus
eritematoso sistémico, glomerulonefrites, pielonefrites, hipertenséo arterial sistémica e doenga
renal policistica. [1,2,3].

Apesar do seu elevado indice de sucesso, 0 Tx, assim como os transplantes de outros
6rgdos solidos, ainda esta sujeito a um alto indice de complicacdes [4]. Existem contra-
indicacOes absolutas e relativas ao Tx [3,5]; da mesma forma, ha fatores de riscos que devem
ser cuidadosamente avaliados no periodo pré-transplante. Entretanto, a boa avaliagdo do
receptor, assim como seu preparo, aumentam as chances de sucesso dessa terapia.

O Tx pode ser realizado com drgéos de doadores vivos ou falecidos. A utilizagdo de
doadores vivos deve ser considerada quando o risco para o doador for baixo, além de estar
este plenamente informado sobre o procedimento proposto; a decisdo do doador deve ser
totalmente voluntéria, e o transplante deve conter uma boa chance de sucesso para o receptor
[6]. A utilizacdo de 6rgdos de doadores falecidos € considerada para todos os pacientes
urémicos terminais em tratamento dialitico inscritos em lista nica estadual.

O uso de agentes imunossupressores no transplante renal é essencial para a sobrevida
do enxerto. A escolha da combinagéo terapéutica imunossupressora, assim como a intensidade
da mesma, é decidida com base no risco imunoldgico de cada paciente de transplante. Novos
agentes imunossupressores, com maiores potenciais e seletividade, estdo sendo
disponibilizados como alternativa para uso em esgquemas imunossupressores, permitindo

reducéo significativa na incidéncia de quadros de rejei¢do aguda do enxerto [3,7,8].
1.2 IMUNOSSUPRESSAO EM TRANSPLANTE RENAL
Quando uma terapia imunossupressora é prescrita para o paciente transplantado, o

objetivo € manter o equilibrio de um estado quiescente, minimizando o risco de rejei¢éo do

6rgdo [9]. A pratica clinica vale-se do uso de combinacdes de farmacos imunossupressores
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que agem em diferentes estagios da ativacéo de linfocitos T, com o intuito de estabelecer o
estado de equilibrio entre o enxerto e o sistema imune do receptor, evitando, assim, episddios
de rejeigéo.

Em 1954, foi realizado, em Boston, por John Merril, Joseph Murray e William
Hartwell, o primeiro transplante renal com sucesso, entre irmdos gémeos univitelinos [10].
Ficou clara, apdés esta descricdo, a importdncia da barreira genética no sucesso dos
transplantes. Como a grande maioria dos doadores é geneticamente diferente dos receptores
(alotransplantes), ficou evidente a necessidade de emprego de algum tipo de imunossupressao.
Usou-se, inicialmente, irradiacdo corporal total, tratamento eficaz do ponto de vista
imunossupressor. Por sua poténcia, entretanto, observou-se o surgimento de infecgdes
oportunistas e elevada mortalidade.

O surgimento da azatioprina marcou um grande avango nos transplantes, sendo que a
partir desse momento ocorreu o surgimento de outros imunossupressores capazes de diminuir
a resposta imune. A utilizagdo de farmacos imunossupressores representou um marco
fundamental para o sucesso do transplante de 6rgdos. A introducdo de inibidores da
calcineurina também faz parte desse marco. Com 0 uso desta classe de medicamentos, no
inicio dos anos 1980, as taxas de rejeicdo foram diminuidas, promovendo melhor sobrevida
do paciente [11]; entretanto, efeitos associados & dosagem surgiram, devido a sua pouca e
imprecisa absorgao, estreita janela terapéutica e efeitos adversos, como nefrotoxicidade [12].
Mais adiante, tacrolimo - também inibidor da calcineurina - foi apresentado como alternativa
a ciclosporina, especialmente para aqueles pacientes com rejeigdo resistente a esterdides [13].
Entretanto, sua administracdo também esta correlacionada ao surgimento de efeitos adversos,
muitos dos quais em comum com a administracdo de ciclosporina, como nefro e
neurotoxicidade, hiperplasia gengival, hipertenséo arterial, dislipidemia, entre outros [14].

Os inibidores da sintese de-novo de purinas, micofenolato mofetil e micofenolato de
sodio, também sdo empregados em Tx, inibindo a proliferacdo celular de células T e B.
Apresentaram menores taxas de rejei¢cdo, mas a alta ocorréncia de intolerancia gastrointestinal

e leucopenia sdo limitantes de seu emprego [15].
1.2.1 Agentes Inibidores da Sintese de Purinas
O é&cido micofendlico (MPA) (Figura 1) foi isolado pela primeira vez em 1898, a partir

da cultura de Penicillium glaucum [16]. O &cido micofendlico age como um potente, seletivo,

ndo competitivo e reversivel inibidor da enzima inosina-monofosfato desidrogenase (IMPDH)



20

[17], enzima limitante na sintese de novo de nucleotideos da guanosina, interrompendo a
divisdo de diferentes linhagens celulares [18]. A terapia com acido micofendlico (MPA) é
amplamente utilizada em combinacdo com os inibidores de calcineurina como

imunossupresséo de manutencédo de receptores de Tx [19].

Figura 1 — Estrutura molecular do MPA [20]
o OH CHz
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OCH;
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Pelo menos 3 metabdlitos secundarios sdo formados, incluindo o acido micofendlico
glucoronado MPAG, que é farmacologicamente inativo e que pode contribuir para os efeitos

adversos do micofenolato, tais como diarreia e leucopenia (Figura 2) [21].

Figura 2 — Rotas de formacao dos metabdlitos do MPA [22]
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O MPAG ¢ o principal metabdlito do MPA [23]. O MPA circula ligado a albumina,
sendo subsequentemente conjugado no figado na forma de MPAG, que é excretado no
intestino através da bile. O MPAG é desconjugado por bactérias coldnicas, resultando em
reabsorcdo do MPA, o que implica em significante re-circulacdo éntero-hepatica, gerando um
segundo pico da concentracdo plasmatica de MPA (Figura 3) [24,25,26].

Figura 3 — Esquema demonstrando a farmacocinética envolvida ap6s administracdo de um
comprimido de MMF [25].
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Fonte: Shaw LM et al. CJASN 2007;2:1062-1072

Atualmente, dois compostos de acido micofendlico estdo disponiveis: o micofenolato
de mofetila (MMF) e o micofenolato de sdédio (MMS) [25,27].

Efeitos adversos gastrointestinais sédo frequentemente observados em pacientes
transplantados renais em uso de MMF. Com o intuito de minimizar esses efeitos e melhorar o
resultado clinico, foi desenvolvida a formulacdo de micofenolato sédico, que possui um
revestimento gastro-resistente, dissociando-se apenas no intestino [28,29].

Na pratica clinica, 1000 mg de MMF é considerado equivalente a 720 mg de MMS.
No entanto, as formulagcbes ndo atendem exatamente a “equivaléncia quimica". Mil
miligramas de MMF proporciona 2,31 mol (739 mg) de MPA, enquanto que 720 mg de MMS

corresponde a 2,24 mol de MPA [29]. Quanto a farmacocinética e a farmacodinamica do
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MPA, tem sido demonstrado que a administracdo da dosagem quase equimolar de 1000 mg
MMF e de 720 mg MMS resulta em uma completa bioequivaléncia quanto & area sob a curva
(AUC) de MPA e semelhante inibicdo da enzima IMPDH [30, 31 e 32]. A avaliacdo da
exposicdo do MPA em curva farmacocinética de 12 horas demonstrou que os intervalos
terapéuticos sédo semelhantes para as formulacées de MMF e MMS [28].

Em dois ensaios clinicos [33,34], MMF 1000 mg administrado na frequéncia de duas
vezes por dia e MMS 720 mg administrado também na frequéncia duas vezes ao dia,
apresentaram eficicia semelhante e perfis de seguranca. A exposicdo ao MPA, refletida pela
AUC, ¢ semelhante durante a administracdo de 1000 mg de MMF e 720 mg de MMS, mas
diferencas em outros parametros do perfil farmacocinético tém sido relatados. Durante terapia
com MMS, as concentragdes plasmaticas de pré-dose MPA (Cy) sdo mais elevadas, as
concentracdes de pico de MPA s&o mais baixas e o tempo para atingir o pico de concentragao
é maior e varia mais do que com a terapia de MMF [28,29,35].

O MPA apresenta farmacocinética muito variavel [36], sendo a variabilidade intra e
inter-individual um ponto importante a ser discutido. Estudos demonstram que para
concentragdes minimas de C, de MPA, o coeficiente médio de variagdo intra-individual (CV)
varia de 36-62%. O CV medio intra-individual de 30 a 47% tem sido descrito em AUC de
MPA de 12 horas [37].

O MPA possui alta taxa de ligacdo a proteinas plasmaticas, sendo amplamente
distribuido no plasma ligado & albumina [38]. Aproximadamente, 97 a 99% do MPA e 82%
de MPAG circulam ligados a proteinas plasmaticas [39].

Vérias interagdes medicamentosas tém sido relatadas com o MPA. Incluem-se aqui
medicamentos como a ciclosporina A, tacrolimo, corticosteroides, sevelamer, carbonato de
célcio, aciclovir, antiacidos e ferro [40,41]. Além disso, 0 uso de antibidticos, como a
norfloxacina e o metronidazol, que prejudicam a flora gastrointestinal podem desativar a
desconjugacdo do MPAG, reduzindo o ciclo éntero-hepatico de MPA [42,43,44, 45].

Entretanto, até o momento, poucos estudos tém investigado o impacto dos inibidores

da bomba de prétons na farmacocinética do MPA.

1.3 MONITORAMENTO TERAPEUTICO DO ACIDO MICOFENOLICO

Pacientes que sdo tratados prolongadamente com determinados medicamentos,

especialmente aqueles com estreito intervalo entre as doses terapéuticas e toxicas, devem ser
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monitorados, quantificando-se o farmaco, ou seus metabdlitos, em liquidos bioldgicos. O
monitoramento terapéutico de farmacos (MTF) € definido, em parte, como a avaliacdo das
concentragdes de farmacos nos liquidos bioldgicos, com o objetivo de ajustar as doses de
forma a aumentar sua eficcia e diminuir seus efeitos toxicos [46,47].

Para farmacos com grande variacdo interindividual e intraindividual, como o
micofenolato, o monitoramento terapéutico é de grande importancia, visto que a resposta
terapéutica se correlaciona e depende da concentragdo do farmaco na corrente sanguinea do
paciente, em contraposicdo a dose administrada. Nesses casos, 0 uso de doses regulares, em
intervalos periodicos, ndo significa que os niveis permanecerdo constantes em todos 0s
pacientes, devido as diferencas individuais de absorcdo, metabolismo, excrecdo e
biodisponibilidade para a medicagdo administrada, o que influencia o efeito terapéutico final
[48]. Além disso, fica cada vez mais claro que os niveis sanguineos de imunossupressores
devem ser determinados para cada populagdo, pois ha evidéncias que a miscigenacéo étnica
tem importante impacto sobre o metabolismo destes farmacos. Desta forma,
imunossupressores geram efeitos toxicos devido & estreita janela terapéutica, exigindo um
rigoroso monitoramento de seus niveis sanguineos, assim como a necessidade de estudos
farmacodindmico e farmacocinético, que permitam individualizar tratamento para cada
paciente [49].

Na prética clinica, os pacientes sdo rotineiramente prescritos com doses fixas padréo
de imunossupressores, 0 que pode levar a uma diferenca de pelos menos 10 vezes na
exposicdo ao farmaco ativo em pacientes transplantados de d6rgdos solidos
[28,36,39,50,51,52].

Razbes para a variabilidade farmacocinética identificadas até o momento incluem
diferencas de nivel plasmético de albumina, de bilirrubina, da concentracdo de hemoglobina,
além de patologias como a insuficiéncia renal, insuficiéncia hepatica e fibrose cistica. O peso
corporal, exposicdo a outra medicagdo concomitante; tempo pds transplante e polimorfismos
genéticos na expressao de uridina difosfato glucuronosiltransferase também séo alguns fatores
importantes que podem contribuir, alterando a farmacocinética e aumentando a variabilidade
dos niveis sanguineos de MPA e, consequentemente, de seus efeitos.

Em consideracdo a insuficiéncia renal, a hipoalbuminemia e a co-administracdo de
ciclosporina, é provavel que seja particularmente importante na tomada de decisdes de

dosagem de farmacos [53].
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A farmacogenética também pode ser importante, podendo ser uma causa da
variabilidade entre sujeitos e desempenha um importante papel no requisito de dosagem de
MPA [54,55,56,57,58,59,60].

O papel do monitoramento terapéutico do MPA em transplante de 6rgdos solidos
requer uma investigacdo mais aprofundada. A necessidade de orientagBes préticas sobre a
dosagem de MPA tem crescido nos ultimos anos, ainda mais considerando as novas
possibilidades de individualizacdo de regimes imunossupressores [53]. Embora tenha havido
um aumento de interesse em incorporar 0 monitoramento terapéutico do MPA na pratica
clinica, este ainda ndo se esta difundido nos Estados Unidos por varias razdes, incluindo a
falta de aprovagédo pela Food and Drug Administration de ensaios simples, automatizados,
observando a obtengdo de baixas taxas de rejeicdo ao utilizar doses empiricas de MMF em
regimes imunossupressores. Além disso, a complexa farmacocinética do MPA e a auséncia de
toxicidade do 6rgdo evidente comprometem a obtencdo dessa aprovagdo [61].

Cada vez mais, volta-se a atengéo para o papel de MTF do MPA para pacientes com
elevado risco imunoldgico, pois encontrar o delicado equilibrio entre a dose terapéutica, a
subterapia e a toxicidade da imunossupressdo nestes pacientes é um caminho dificil [61].
Pacientes tratados com protocolos que exploram as possibilidades de minimizagéo de doses
dos inibidores da calcineurina, sua retirada gradual, ou até mesmo evitar seu uso, assim como
regimes com retirada de esterdides, podem se beneficiar do MTF do MPA. Estudos
especificos ainda sdo necessérios para dar resposta a estas questdes importantes. A utilidade
do MTF do MPA, no tratamento a longo prazo dos receptores de transplante, é ainda menos
documentada e pode ser especialmente importante, pois a imunossupressdo intensa
persistente, em parte facilitada pela atual falta de um alvo terapéutico superior, pode conduzir
a complicacBes graves tais como neoplasias e infecgdes por virus BK [53].

Para a realizacdo do MTF do MPA existem trés técnicas principais disponiveis, que
sdo a cromatografia liquida de alta performance com detector de ulta-violeta (HLPC-UV), a
deteccdo por espectrometria de massa acoplada a cromatografia liquida de alta performance
(HPLC-MS) e o imunoensaio enzimatico baseado em técnica de multiplicagdo de enzima
(Enzime Multiplied Immunoassay Technique — EMIT) [62,63,64].

Comentarios recentes tém sugerido quanto a variagdo dos intervalos terapéuticos para
amostras em Co e para AUC de MPA ao usar MMF em combinacdo com CsA ou tacrolimus.
Quando combinado com a CsA, o intervalo terapéutico recomendado é de 1,0 a 3,5 mg/L e
30 a 60 mg/h/L para amostras coletadas em C, (as concentraces minimas) e AUC,

respectivamente. Para a combinagdo com tacrolimus, o intervalo terapéutico sugerido é de 1,9
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a 4,0 mg/L para amostras coletadas no vale e 30 a 60 mg/h/L para AUC, respectivamente
[52].

1.4 INIBIDORES DA BOMBA DE PROTONS

Todos os inibidores da bomba de prétons (IBP) inibem a secrecdo &cida gastrica,
através de ligacdo com H'/K*-adenosina trifosfatase nas células parientais gastricas, podendo
alterar a liberacdo intra-géstrica de outros farmacos ao elevar o pH do meio. Os IBP
influenciam na absorcéo de farmacos também através da interacdo com a adenosina trifosfato
(ATP) dependente da P-glicoproteina, ou com o sistema enzimatico do citocromo P450
(CYP) [40].

A prescricdo de inibidores da bomba de prétons, na prética clinica, tornou rotineira.
Devido ao fato de os pacientes transplantados fazerem uso de muitas medicagGes em co-
administragdo, quer para profilaxia de infecgdes ou para tratamento e controle de outras
patologias envolvidas na historia clinica do paciente, os inibidores de bomba apresentam um
papel de protecdo do estdbmago. Além disso, sdo prescritas para tratamento de gastrites e
Ulceras pépticas, sendo estas complicagBes comuns apds o transplante de 6rgdos [65].

No Sistema Unico de Saude do Brasil (SUS), o Unico IBP dispensado é o omeprazol,
sendo a medicacdo de administragdo mais frequente entre transplantados que recebem esta
indicagdo de uso.

Pouco se sabe sobre a interacdo entre MPA e IBP, mas existem evidéncias indiretas de
tal interacdo [41]. Dados da literatura vém demonstrando possivel interacdo entre MPA e a
co-administracdo de IBP.

Especula-se que a diminuicdo dos niveis de MPA, quando IBP é administrado
concomitantemente a0 MMF, deva-se ao efeito inibitorio da secrecdo de acido, que pode
diminuir a eluicdo e a hidrolise do MMF e subsequentemente reduzir sua concentragdo no
plasma, bem como a concentracéo de droga ativa [66,67].

Kees et al. [68] realizaram teste in vitro de dissolu¢do de 500 mg de MMF e de 360
mg de MMS, utilizando um aparelho de pas USP a 50°C com diferentes condi¢bes de pH. O
teste foi realizado em 900 ml de tampé&o. A liberagdo do produto foi determinada por absorgéo
de ultravioleta e a porcentagem de farmaco liberado foi calculada. Os resultados
demonstraram que o comprimido de MMF foi completamente dissolvido em poucos minutos

em pH 4,0 e inferiores a 4,0, enquanto que apenas 47% do farmaco foi dissolvido em um pH
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de 5,0 e apenas 13% em um pH de 7,0. Quando analisado o comprimido de MMS, esse foi
estvel durante 2 horas até pH 4,5. A dissolugdo lenta foi observada ap6s 1 horaem pH 5,0 e
0 comprimido foi completamente dissolvido em 40 a 60 minutos depois de exposto a um
intervalo de tempo de 10 a 20 minutos em pH 5,5 ou superior [67].

Em estudo prospectivo, Kofler et al. [40] investigaram a influéncia do pantoprazol na
biodisponibilidade do MPA, ap6s administracdo oral de MMS em transplantes de coragéo ou
de pulméo e observaram que as concentragdes de MPA e a atividade da IMPDH néo
mostraram diferenca estatistica significativa, durante e apds retirada do tratamento com IBP.

Porém em outros estudos com MMS e pantoprazol, observou-se uma reducédo da
exposicao de MPA em 34% ap06s a administracdo de pantoprazol, com base na AUC [22,67].

Rupprecht et al. [41] realizaram um estudo para investigar a influéncia da terapia
concomitante com pantoprazol e IBP na biodisponibilidade do MPA, ap6s administragdo oral
Unica de MMF ou MMS, em voluntarios jovens, sadios. Os voluntarios receberam 1000 mg
de MMF e foram divididos em dois grupos. As concentracdoes plasméticas do MPA e de
MPAG foram medidas por HPLC-UV. O tratamento concomitante com omeprazol
demonstrou-se estatisticamente significativo na redugdo a exposicdo ao MPA, quando
concomitante a administracdo de MMF. A AUC diminuiu 27% quando calculada desde o
tempo zero até 12 horas ap6s a administracdo de MMF. O mesmo ndo ocorreu no grupo que
fez administracdo de MMS concomitante ao uso do IBP, demonstrando que o pantoprazol ndo

alterou a farmacocinética do MPA nesse grupo [41].
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2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Validar a técnica para monitoramento terapéutico de niveis de pré-dose do acido

micofendlico em pacientes transplantados renais.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar os niveis de &cido micofendlico na populacéo estudada, relacionando com
niveis terapéuticos, de subterapia e de toxicidade;

- Avaliar os dados demograficos da populacéo apresentada;

- Avaliar o efeito da co-administracdo de omeprazol sobre os niveis de &cido
micofendlico em pacientes transplantados renais em uso de micofenolato de mofetila e

micofenolato sédico.
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3 METODOLOGIA

3.1 DELINEAMENTO

Estudo 1 — Estudo de validagédo de metodologia

Estudo 2 — Transversal, controlado

3.2 PACIENTES

Todos os pacientes transplantados renais incluidos nesse trabalho foram recrutados no
Ambulatério de Transplante Renal do Servico de Nefrologia do Hospital S&o Lucas da
PUCRS. O Grupo de Transplantes realizou aproximadamente 1200 Tx até 0 momento, sendo
que aproximadamente 450 pacientes estdo em acompanhamento regular no Ambulatério.
Neste estudo foram incluidos pacientes com idade entre 18 e 70 anos, peso corporal > 50 kg,
incluindo micofenolato de mofetila ou micofenolato sédico em sua terapia de
imunossupressdo, com ou sem uso de omeprazol (20mg/dia) e que aceitaram participar da
pesquisa assinando o Termo de Consentimento Livre Esclarecido. O estudo foi realizado no
Laboratdrio de Nefrologia do Instituto de Pesquisas Biomédicas da PUCRS, no Instituto de
Toxicologia (INTOX) e na Faculdade de Farmécia da PUCRS, em associacdo com o Servico
de Nefrologia do Hospital S&o Lucas da PUCRS

3.3 COLETA DAS AMOSTRAS

No periodo da manh&, foram coletadas amostras de sangue por pungdo venosa (+ 4 ml)
de pacientes que iriam realizar coleta de exames de rotina, no seguimento do Tx e que
consultariam no Ambulatério no periodo da tarde. Para todos os pacientes, verificou-se e
assegurou-se que os mesmos ndo tivessem recebido a medicagdo de interesse (MMF ou
MMS) naquele dia. Portanto, as coletas foram realizadas imediatamente antes de o paciente
receber a dose matinal do imunossupressor (CO, nivel basal, ou pré-dose). As amostras foram
levadas do posto de coleta para o Laboratério de Nefrologia, para separacdo do plasma.
Foram, em sequéncia, centrifugadas (Centribio 80-2B) a 2000 RPM por 10 minutos, a
temperatura ambiente. Apds, o plasma foi transferido para microtubos e imediatamente

congelado a -20°C, até a determinagdo dos niveis séricos de MPA (Figura 4).
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Figura 4 - Sequéncia de etapas seguida na obtencdo das amostras de plasma.

3.4 PREPARO DAS SOLUCOES PADRAO E PREPARO DAS CURVAS DE
CALIBRACAO

As solucdes padrdo de MPA e MPAG (solugéo de estoque 1,00 mg/ml e 5,00 mg/ml,
respectivamente) foram preparadas em metanol p.a.. Tanto para MPA quanto para MPAG,
foram preparadas duas concentragdes de solucéo padréo. O preparo foi realizado da seguinte

forma:

MPA - Solucdo padréo de 1,00 mg/ml:

Foram pesados 10,11 mg de MPA (Roche Pharmaceuticals, S&o Paulo, SP, Brasil) em
balanga analitica, seguindo-se por diluicdo em metanol grau HPLC (Merck, Darmstadt,
Hessen, Germany) em baldo volumétrico de 10,00 ml.

MPA - Solucdo padrdo de 20 pg/ml:
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Foram coletados com micro-pipeta (Thermo Scientific, Waltham, Massachusettts,
EUA) 200 pL da solucdo padréo (1,00 mg/ml) e o volume foi completado com 900 pL de
metanol grau HPLC.

- Pontos da curva de calibragdo:

P0,4: Pipetagem de 100 pL da solucéo 20 pg/mL de MPA e adicdo de plasma até completar o
volume de 5mL

P1,0: Pipetagem de 250 pL da solucéo 20 pg/mL de MPA e adicdo de plasma até completar o
volume de 5mL

P2,0: Pipetagem de 500 pL da solucéo 20 pg/mL de MPA e adicdo de plasma até completar o
volume de 5mL

P5,0: Pipetagem de 25 pL da solugdo 1 mg/mL de MPA e adicdo de plasma até completar o
volume de 5mL

P10,0: Pipetagem de 50 pL da solugdo 1 mg/mL de MPA e adicdo de plasma até completar o
volume de 5mL

P20,0: Pipetagem de 100 pL da solucdo 1 mg/mL de MPA e adigdo de plasma até completar
o volume de 5 mL

P40,0: Pipetagem de 200 pL da solucdo 1 mg/mL de MPA e adigdo de plasma até completar

o volume de 5 mL

MPAG - Solucéo padrdo de MPAG 5,00 mg/ml:
Foram pesados 10,00 mg de MPAG (Roche Pharmaceuticals, Sdo Paulo, SP, Brasil)
em balanga analitica, seguindo-se por adicdo de 2,00 ml de metanol grau HPLC com pipeta

volumeétrica.

MPAG - Solugéo padrdo de 500 pg/mi:
Foram coletados com micro-pipeta 100pL da solugdo padrédo (5,00 mg/ml) e o

volume foi completado com metanol grau HPLC, em baldo volumétrico de 10,00 ml.

- Pontos da curva de calibragdo:
P2,0: Pipetagem de 20 pL da solugéo 500 pg/mL de MPAG e adicdo de plasma até completar

o volume de 5 mL
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P10,0: Pipetagem de 100 pL da solugdo 500 pg/mL de MPAG e adicdo de plasma até
completar o volume de 5 mL

P50,0: Pipetagem de 50 pL da solucdo 5 mg/mL de MPAG e adicdo de plasma até completar
o volume de 5 mL

P100,0: Pipetagem de 100 pL da solugdo 5 mg/mL de MPAG e adigdo de plasma até
completar o volume de 5 mL

P200,0: Pipetagem de 200 pL da solucdo 5 mg/mL de MPAG e adi¢do de plasma até
completar o volume de 5 mL

P400,0: Pipetagem de 400 pL da solucdo 5 mg/mL de MPAG e adi¢do de plasma até
completar o volume de 5 mL

P500,0: Pipetagem de 500 pL da solucdo 5 mg/mL de MPAG e adi¢do de plasma até

completar o volume de 5 mL

As curvas de calibragdo foram relizadas pela adicdo de MPA e MPAG em plasma,
para reduzir interferéncias da matriz. A mesma solucéo de cada ponto de calibragdo continha

os padrdes de MPA e MPAG, nas concentragdes encontradas na tabela 1.

Quadro 1 — Concentrages de MPA e MPAG em pg/ml nos pontos empregados para a curva

de calibragé&o.

Ponto 1 | Ponto 2 | Ponto 3 | Ponto 4 | Ponto 5 | Ponto 6 | Ponto 7
MPA (ug/ml) 0,4 1,0 2,0 5,0 10,0 20,0 40,0
MPAG (ug/ml) 2,0 10,0 50,0 100,0 200,0 400,0 500,0

3.5 PREPARO DA FASE MOVEL

Para preparo da fase movel usou-se acetonitrila grau HPLC (Merck, Darmstadt,
Hessen, Germany) e tampdo fosfato 40 mM (6:4, v:v). O tampdo fosfato foi preparado com
2,7 ml de acido fosférico concentrado (Merck, Darmstadt, Hessen, Germany) e ajuste de pH
para 3,0 com KOH (7,8 N). A solucéo final da fase movel foi filtrada em membrana millipore
de nylon 0,45 um (Nylon XZC, Millipore Co., Mass.), e colocada no ultra-violeta, sendo

acondicionada em frasco de vidro &mbar devidamente rotulado.
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3.6 PREPARO DO PADRAO INTERNO

A solucdo de padréo interno adotada nas analises foi a carbamazepina, preparada pela
adicfo de 1,00 mg de carbamazepina (Sigma® Chemical Company, Saint Louis, MO, USA),
diluida até 1,00 ml com metanol (grau HPLC).

3.7 PREPARO DA SOLUCAO PRECIPITANTE

A solucdo precipitante foi obtida pipetando 250 pL da solucdo padrdo de
carbamazepina (1 mg/ml), completando o volume de 50,00 ml com acetonitrila (grau HPLC),

em baldo volumétrico.

3.8 EXTRACAO DO ACIDO MICOFENOLICO

O processo para extracdo de MPA do plasma foi realizado no Laboratério Analises de
Toxicoldgicas (INTOX) e na Faculdade de Farmécia da PUCRS. As amostras foram retiradas
do freezer -20°C e expostas em temperatura ambiente até descongelamento total.

A extracdo do MPA e MPAG foi realizada transferindo 100 pL de amostra para
microtubo 1,5 ml e adicionando 200 pL da solugédo precipitante. A seguir, as amostras foram
agitadas em mixer por 10 segundos e centrifugadas por 5 min a 12.000 RPM. Apds, 200 pL
do sobrenadante foi pipetado e diluido em 200 pL de agua Milli-Q em outro microtubo de 1,5

ml. Essa solucdo final foi analisada por HPLC.

3.9 ANALISES DAS AMOSTRAS

A andlise das amostras foi realizada no Instituto de Toxicologia (INTOX) e na
Faculdade de Farmécia da PUCRS. Os sobrenadantes obtidos atraveés do processo acima
descrito, foram injetados em equipamento de cromatografia liquida de alta performance
(HPLC), empregando comprimento de onda de 215nm (HPLC-UV) (Agilent series® 12000,
Agilent Techonologies Inc. Califérnia, USA). Foram utilizadas coluna de fase reversa
Nucleodur®, 100-5 C18 ec (4,6x150mm) e pré-coluna Nucleodur® 100-5 C18 ec (8/4),
mantidas a 20 + 2°C. A fase mdvel composta de tampdo fosfato:acetonitrila (60:40 v/v, pH

3,0); foi submetida a coluna a um fluxo de 0,7ml/min.
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3.10 VALIDACAO DE METODO PARA A QUANTIFICACAO DO ACIDO
MICOFENOLICO

Foram seguidos os parametros de validagdo da norma da ANVISA [69] e de Peters et
al [70], utilizando-se para registro dos dados o programa GraphPad (GraphPad® Inc. San
Diego, Califérnia, EUA). Exatiddo, precisdo e critérios de aceitacdo de recuperacdo foram
fixados em 15%, em todos os niveis da curva de calibracdo, exceto para o limite inferior de
quantificagdo (LOQ), fixado em 20%.

3.10.1 Precisao

A precisdo intra e inter-ensaio foi determinada para 0 MPA e para 0 MPAG e permitiu
avaliar a proximidade dos resultados do valor real. Determinaram-se os valores de preciséo
encontrados, utilizando as concentragdes dos pontos 2,4,5 e 6 para MPA e 2,45 e 6 para o
MPAG, sempre analisando cada ponto em sextuplicata, durante uma semana. Os resultados

foram analisados por anlise de variancia (ANOVA).

3.10.2 Linearidade

A linearidade foi avaliada juntamente com a preciséo. Analisaram-se os calibradores
de diferentes concentragdes, abrangendo a faixa de concentragdo de interesse no mesmo

procedimento acima descrito.

3.10.3 Sensibilidade

A sensibilidade do método foi avaliada pela determinacdo do limite de deteccdo
(LOD) e do limite inferior de quantificagdo (LOQ). Ambos foram calculados através da curva
de calibracdo, que foi repetida em trés dias consecutivos. No primeiro e no segundo dia a
analise foi da curva completa, em todos os pontos. No terceiro dia, a analise foi de uma curva
simples com duplicata para cada ponto. Na analise do LOQ, o pico cromatografico de
resposta do analito deveria ser identificavel e reprodutivel, com precisdo de 20% e exatiddo de
80 — 120%.

3.10.4 Exatidao e recuperacédo
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A exatiddo do método foi avaliada por adicdo de MPA e MPAG em plasma e em
metanol, com posterior determinacdo da concentragdo em trés niveis de concentragdo. A
recuperagdo foi avaliada juntamente com o parametro exatiddo, sendo realizada em duas

etapas. O desvio padrdo aceitavel foi fixado em < 15%.

3.10.5 Estabilidade

Amostras de plasmas com adi¢cdo de MPA e MPAG foram preparadas e armazenadas
2 a 8°C e testadas por uma semana. A cada dia se fez uma aliquota da amostra e a
mensuracdo, para avaliar se MPA e MPAG mantinham-se estaveis durante o tempo de
analise. A estabilidade foi avaliada determinando o coeficiente de variacdo dos dados obtidos

entre os valores das concentragdes de MPA e MPAG.

3.11 COLETA DOS DADOS

Dados registrados em pronturios e em pastas de fluxo de pacientes, com informacdes
clinicas e resultados de exames laboratoriais, foram coletados para completar a analise do
perfil farmacocinético dos farmacos. Foram registrados dados como idade, sexo, peso, altura,
dose e frequéncia de administracdo da medicacdo imunossupressora, doses e frequéncia de
medicacgdes concomitantes, tempo de transplante e comorbidades. Foram coletados, também,

dados laboratoriais tais como: hemograma e marcadores de fungéo renal.

3.12 ETICA

Este trabalho somente teve inicio ap6s a aprovacdo pela Comissdo Cientifica e pelo
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do
Sul (PUCRS) sob o nimero 06/02965. A todos os pacientes convidados a participar deste
estudo foi apresentado um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), aprovado

pelo CEP da PUCRS, antes de qualquer procedimento.



35

3.13 ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS

Variaveis categdricas foram descritas como freqliéncia ou porcentagem. Para varidveis
continuas utilizou-se média e desvio padrdo (DP), e na presenca de assimetria, mediana e
amplitude interquartil (AIQ).

Variaveis assimétricas foram convertidas a seu logaritmo (base 10) antes da realizagao

da andlise e o teste de andlise de variancia empregado foi 0 ANOVA.

Empregou-se o pacote Statistical Package for Social Sciences (SPSS, verséo 17.0 para
Windows, SPSS Inc., Chicago, IL, EUA) em todas as analises estatisticas.

O nivel de significancia adotado foi de o= 0,05.
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4 CONSIDERACOES SOBRE O TRABALHO

O Programa de Pos-Graduagdo em Medicina e Ciéncias da Saude da Pontificia
Universidade Catolica do Rio Grande do Sul ndo exige um formato especifico para
apresentacdo da tese. Optou-se por apresentar os resultados em dois capitulos compostos por
dois artigos. O primeiro artigo foi submetido a revista Therapeutic Drug Monitoring, € 0
segundo sera submetido a revista Transplantation. As referéncias bibliogréficas seguiram as
normas do International Committiee of Medical Journals Editors (Vancouver), e as citages
indicadas no texto seguiram o sistema de citacbes em seqiiéncias com indicagdo numérica.

A abreviatura dos titulos dos periddicos esta de acordo com List of Journals Indexed in

Index Medicus.
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ABSTRACT

Mycophenolic acid is an active immunosuppressant molecule to prevent solid organ
transplants acute rejection. Mycophenolic acid, and its main metabolite, plasmatic
concentration presents large inter and intra-individual variability, following oral
administration of any of the prodrugs in current clinical use. Therefore, its therapeutic
monitoring might reduce transplant acute rejection episodes. Monitoring of mycophenolic
acid plasma level may contribute to lessen its variability, diminishing both the rate of acute
rejection, and drug toxicity episodes. In the current study, a simple and efficient high-
performance liquid chromatography procedure for simultaneous determinations of
mycophenolic acid and 7-ortho- mycophenolic acid-glucuronide in human plasma has been
developed. A high-performance liquid chromatography system, equipped with ultraviolet
detector was used. The procedure evaluated the following assay parameters: sensitivity,
specificity, precision, accuracy and recovery. Reliable separation of the analytes was
achieved, with adequate retention times for routine analysis, using short runs. Precision,
accuracy, linearity, sensitivity, absolute and relative recovery demonstrated good correlation
with criteria used for method validation. The current HPLC-UV analytical procedure for
mycophenolic acid and 7-ortho- mycophenolic acid-glucuronide determinations is accurate

and inexpensive enough to justify its clinical use.

Key words: HPLC, mycophenolic acid, therapeutic drug monitoring
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INTRODUCTION

Mycophenolic acid (MPA) is an active immunosuppressant molecule to prevent solid
organ transplants acute rejection. It is commercially available either as the ester prodrug
Mycophenolate Mofetil (MMF) (CellCept®), or the enteric-coated Mycophenolate Sodium
salt (Myfortic®) (MPS) [1]. MPA and its main metabolite plasmatic concentrations present
large inter and intra-individual variability, following similar prodrug oral doses [2,3].
However, compared to other immunosuppressive drugs, such as cyclosporine or tacrolimus,
MPA presents a less variable pharmacokinetics profile [4]. Following oral administration and
gastric or enteric disintegration, MMF and MPS are absorbed, and esterase-hydrolyzed to
MPA [5]. Enteric and liver UDP-glucuronosyltransferase metabolizes MPA into 7-ortho-
mycophenolic acid-glucuronide (MPAG), an inactive and predominantly protein-bound
metabolite, also detected in urine and biliary fluid [4,5,6]. MPAG is usually identified in
plasma at concentrations 20 to 100 times higher than MPA [7]. In bile, MPAG is hydrolyzed
by bacterial glucuronidases, and re-absorbed as MPA. This enteric re-absorption leads to a
secondary plasma peak, occurring between 6 and 12 hours, after a single dose. Such peak
comprises approximately 37% (ranging from 10% to 61%) of a 72-hour area under the curve

(AUC) plot [4,5]. The mean half-life of MPA varies between 9 and 17 hours [6].

MPA therapeutic drug monitoring (TDM) aims at improving transplant organ and
patient survivals. Its rational is the association of pharmacokinetic (PK) parameters, such as
total MPA area under the concentration-time curve (AUC0-12), and occurrence of acute
rejection episodes. Determining and monitoring MPA plasma levels may add to diminish
MPA plasma concentration variability, and to possibly reduce acute organ rejection episodes,

or drug toxic occurrence [8,9]
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High-performance liquid chromatography (HPLC) is currently the method of choice
for quantitative determination of MPA and MPAG, even though other methods have been
developed for human plasma, or serum, level determinations [4,10]. Yet such alternative
methods suffer from laborious work and inadequate run times, or require special apparatus,
unsuitable for routine drug monitoring [3,11,12]. The aim of this study was to develop a
simple, fast and efficient HPLC procedure for simultaneous determinations of MPA and

MPAG in human plasma.



MATERIALS AND METHODS

Chemical Reagents: All reagents were HPLC grade: Methanol, acetonitrile,
phosphoric acid and potassium hydroxide (Merck®, Darmstadt, Hessen, Germany) and
carbamazepine (CBZ) (Sigma® Chemical Company, Saint Louis, MO. USA). MPA and
MPAG were kindly provided by Roche Pharmaceuticals® (Roche®, Sdo Paulo, SP,
Brazil). Deionized water was used throughout (Millipore® Corporation, Billerica, MA,

USA).

Standard Solutions: Stock standard solutions of MPA and MPAG (1.0 mg/ml
and 5.0 mg/ml) were prepared in methanol. Solutions were made by spiking the stock
solution in drug-free human plasma to achieve MPA and MPAG final concentrations of
0.4,1.0, 2.0, 5.0, 10.0, 20.0 and 40.0 pg/ml, and 2.0, 10.0, 50.0, 100.0, 200.0, 400.0 and
500.0 pg/ml, respectively, to a final volume of 10.0 ml with calibrated micropipettes

(Thermo Scientific®, Waltham, MA, USA). CBZ was used as internal standard (1S).

Sample Preparation: A plasma pool built from MPA-unexposed subjects,
available at the clinical pathology laboratory, was aliquoted and kept frozen (-20°C) to be
used during the study. Acetonitrile (200 pL), spiked with IS to a final concentration of
5.0 pg/ml, was added to a 100 pL plasma aliquot. Tubes were stirred for 10 seconds, and
centrifuged (12,000 g) for 5 min. A supernatant aliquot (200 pL) was diluted in water

(200 pL) - 20 pL injected into the HPLC system.

Chromatographic Conditions: A HPLC system equipped with an isocratic
pump, ultraviolet detector (215 nm), degasser, and a manual injection system (Agilent®
Technologies Inc., Santa Clara, CA, USA) was used throughout. Chromatographic
separation was performed in a 150x4.6 mm (particle size 5 um) column (Nucleodur® C18

ec, Diren, North Rhine-Westphalia, Germany) protected by a guard column (Nucleodur®
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C18 ec, Diren, North Rhine-Westphalia, Germany), all kept at 20£2°C.
Acetonitrile:phosphate buffer (40:60 v/v, pH 3.0) mobile phase was kept at 0.7 ml/min,
with detector’s wavelength set at 215 nm. The HPLC analytical process was
quantitatively evaluated for sensitivity, specificity, precision, accuracy, linearity and

recovery.

Validation Parameters: Peters and col. validation procedure parameters were
used [12]. A GraphPad Prism® (GraphPad® Software Inc., San Diego, CA, USA)
software was used for statistical analyses. Mean, standard deviation (SD) and coefficient
of variation (CV) were calculated. Precision, accuracy, and recovery acceptance criteria
were set at 15%, at all levels of the calibration curve, except for the limit of quantification

(LOQ), which was set at 20%.

Statistical analysis: Continuous variables are presented as mean + SD, or median
and inter-quartile range (IQR). Categorical variables are presented as frequency,
percentage, or ratio. Data were stored in a Microsoft Excel spreadsheet (Microsoft
Office® 2007, Microsoft Corp., Redmond, WA, USA) and a Statistical Package for Social
Sciences (SPSS 17.0 for Windows®, SPSS Inc, Chicago, IL, USA) software was used in

all statistical analyses. The level of significance was set as P<0.050.
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RESULTS

Chromatographic Performance and Specificity: Figure 1 shows representative
drug-free human plasma, and a patient’s plasma sample chromatogram (after a 500 mg
single MMF oral dose)). To determine specificity, methanol and plasma samples
containing often used drugs, as well as those mostly used by kidney transplant patients,
were tested for possible interference with the HPLC procedure. Samples contained drug
standards reflecting their usual therapeutic levels. Drugs, MPA and MPAG retention
times are shown in Table 1. Reliable separation of the analytes was achieved with
adequate retention times for routine analysis, with runs <13 min. The procedure’s
specificity was evaluated by analyzing different drug-free human plasma samples (n=20)
to check for interference of endogenous components. All drug-free human samples tested,

and frequently used drug-spiked plasma samples were assay interference-free.

Precision and Accuracy: Precision and accuracy were ascertained by inter and
intra-day replicate (n=6) from pooled human plasma samples containing MPA and
MPAG, at three different concentrations covering low, medium and high ranges of the
calibration curves. Intra and inter-day precision and accuracy data are shown in Table 2
and Table 3. Precision was expressed as percent CV; accuracy was expressed as
percentage of the added concentration (found/added * 100). Inter-day precision and

accuracy were determined over a one week-period.

Linearity: Calibration curves were linear using different serum calibrating
standards containing known amounts of MPA, ranging from 0.4 to 40.0 pg/ml, and
MPAG ranging from 2.0 pug/ml to 500.0 pug/ml, respectively. Linearity of the method was
evaluated by processing a six-point calibration curve in five different days. The mean

calibration equations were y = 0.5865x + 0.0020; r = 0.9999 for MPA, and y = 0.3258x +
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0.0879; r = 0.9991 for MPAG, respectively [y = peak area; x = concentration (in pg/ml); r
= correlation coefficient]. The analysis fully covered the expected drugs therapeutic

range.

Sensitivity: Limit of detection (LOD) was obtained by injecting six drug-free
plasma samples. The noise peak area/IS area ratio was quantified, using the calibration
curve - mean + 3 SD taken as LOD. The method’s detection limit was 0.001 pg/ml for
MPA, and 0.530 pg/ml for MPAG, respectively - values similar to those obtained by
Mass Spectrometry methods. A previous study reported MPA and MPAG LOD of 0.050
pg/ml and 0.500 pg/ml, respectively [13,14]. LOQ was the lowest detected amount
measured with precision and accuracy, reproducible to less than 20% CV, and with 80-
120% accuracy [12,15]. LOQ for MPA and MPAG were: 0.0937 + 0.0008 pg/ml; CV:
8.26%; accuracy: 93.69% and 1.81 + 0.10 pg/ml; CV: 5.67%; accuracy: 90.56%,

respectively.

Absolute and relative recovery: The absolute recovery for MPA and MPAG were
determined by spiking known quantities of standards into drug-free plasma in methanol, to
obtain three different concentrations (low, medium and high ranges of the calibration curve).
Results were obtained by computing concentrations of MPA or MPAG in plasma sample,
factored by their concentrations in methanol sample, multiplied by 100. The relative recovery
was obtained by the same process - theoretical concentrations added to the plasma sample,
instead of the methanol sample. Data on absolute and relative recoveries are shown in Table

4.

Stability: Stored at 2-8°C, MPA and MPAG samples were stable for seven days
(CV lower than 5%). According to previous studies, whole blood samples should be kept

at 4°C or, otherwise, centrifuged within two hours to avoid plasma concentration changes.



Stored at -20°C, MPA plasma levels were stable for six months, and MPAG levels for at

least one month,. Samples were tested in low, medium and high concentrations [16].
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DISCUSSION

Plasma MPA and MPAG concentration monitoring may be a useful tool in
adjusting MMF dose-regimen in solid organ transplant patients, thus maintaining
therapeutic levels and reducing drug toxicity. The current method’s total analytical run
time was less than 13 minutes, allowing for the sequential assaying of multiple samples in
considerably short period. Minimal sample manipulation and short analytical run time
result in significant financial advantage, compared to currently available methods,
especially in what concerns to operator time-expenditure [11]. The analytical procedure
has a straightforward handling of a small plasma volume. Detection at UV wave length
results in good separation, under isocratic-condition characteristics usually found in many
analytical laboratories. There are other MPA and MPAG assaying methods, using solid
phase extraction, solid phase micro-extraction, and liquid/liquid extraction
[11,15,16,17,18]. Yet their pre-processing procedures involve long and expensive
extractions, or generate toxic waste carrying significant health risks to the analyst.
Moreover, some of those procedures do not quantify MPAG [14,19,20]. Greater
specificity is obtained when chromatographic methods are coupled with diode array, or
mass spectrometry (MS) detectors, giving rise to better metabolites differentiation.
However, MS detectors operation is more expensive, besides requiring highly trained

personnel.
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CONCLUSION

The current HPLC with UV analytical procedure for MPA and MPAG plasma
level determination is accurate and inexpensive enough to warrant its clinical use. The
validated method may be a reliable option for MPA and MPAG levels fast determination

in human plasma.
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TABLES

Table 1: Retention time for several drugs.

Drug Retention time (min)
MPAG 2.60
CBZ (IS) 6.79
MPA 12.34
Sirolimus ND
Tacrolimus ND
Cyclosporine ND
Prednisone 4.44
Clonazepam 10.04
Flunitrazepam 13.48
Lorazepam 8.33
Diazepam 21.13
Bromazepam 5.01
Caffeine 243
Acetaminophen 244
Cotinine ND
Acetyl salicylic acid 4.33
Indometacin ND
Sodium Diclofenac ND
Enalapril ND
Fluoxetine 8.22
Hydrochlorothiazide 3.10
Nortriptyline ND
Amitriptyline 7.53
Furosemide ND
Spironolactone ND
Propanolol 3.58

MPA: Mycophenolic acid; MPAG: 7-ortho-mycophenolic acid-

glucuronide; CBZ (IS): Carbamazepine internal standard.
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Table 2: Intra-essay precision and accuracy determinations (n=6).

Added Final Value (mean £ SD) Precision Accuracy
(ug/ml™) (ug/ml™) CV (%) (%)
1.0 1.02+0.01 1.14 102.33
5.0 457+ 0.04 0.96 91.50
MPA 10.0 9.47+0.10 1.09 94.73
20.0 19.86 +0.18 0.89 99.32
10.0 10.58 +£0.13 1.20 105.85
100.0 103.93 £ 2.67 2.57 103.93
MPAG
200.0 208.51 + 3.06 1.47 104.25
400.0 399.89 + 7.56 1.89 99.89

SD: Standard deviation; CV: coefficient of variation; MPA: Mycophenolic acid;

MPAG: 7-ortho-MPA-glucuronide.
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Table 3: Inter-essay precision and accuracy determinations (n=6).

Added Final Value (mean £ SD) Precision Accuracy
(ug/ml™) (ug/ml™) (CV (%) (%)
1.0 0.97 £0.02 1.59 97.36
5.0 4.30+0.10 2.28 86.03
MPA
10.0 9.12+0.21 2.29 91.21
20.0 18.89 +0.33 1.76 94.47
10.0 9.94+£0.28 2.85 99.43
100.0 100.85+ 1.16 1.15 100.85
MPAG
200.0 204.82 £ 2.19 1.07 102.41
400.0 393.20 + 8.08 2.00 98.30

SD: Standard deviation; CV: coefficient of variation; MPA: Mycophenolic acid;

MPAG: 7-ortho-MPA-glucuronide.
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Table 4: Absolute and relative recoveries from human plasma (n=6).

Added Absolute recovery Relative recovery
(ug/ml™h (mean percentage + SD) (mean percentage + SD)
1.0 98.09 £ 0.98 102.22 £1.37
5.0 100.73 £0.1.76 91.21+1.24
MPA
10.0 98.13+1.78 95.04 £1.40
20.0 100.31 £1.32 99.30 £ 0.61
+
10.0 99.83 £2.36 106.27+0.63
100.0 9545 +1.45 104.84 £ 2+90
MPAG
200.0 91.45+1.73 105.14 £ 1.26
400.0 90.11 +2.19 99.23+£2.10

SD: Standard deviation; MPA: Mycophenolic acid; MPAG: 7-ortho-MPA-

glucuronide.
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FIGURE LEGEND

Figure 1: Typical chromatograms obtained at 215 nm from drug-free human plasma (A) and

plasma from a kidney transplanted patient receiving MMF (B).
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FIGURE

Figure 1
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ABSTRACT
Background: Mycophenolic acid (MPA) is an active immunosuppressant molecule,
commercially presented as the oral prodrugs: mycophenolate mofetil (MMF) and enteric-
coated mycophenolate sodium (EC-MPS). MPA pharmacokinetics is quite unreliable -
variability between and within-subjects being significantly large. Many drugs interact with
MPA. Otherwise, proton pump inhibitors block gastric acid secretion, possibly changing other
drugs absorption rate. The study aim was to evaluate the omeprazole oral administration
effect upon MPA plasma levels of kidney transplant recipients on treatment by a MPA
prodrug.
Methods: The study enrolled 103 kidney transplant patients followed at the outpatient clinic
using MMF or EC-MPS, and separated into four groups by drug use: MMF, MMF plus
omeprazole, EC-MPS or EC-MPS plus omeprazole. Blood samples were collected just before
a drug morning dose. Plasma was separated by spinning, and processed to determine MPA
plasma levels by high performance liquid chromatography with UV detector.
Results: MMF was in use by 55 (53.4%) patients, while 48 (46.6%) were employing EC-
MPS. Of those using MMF, 41 (74.5%) used oral omeprazole, while 27 (56.3%) among those
using MPS also received omeprazole. One-way ANOVA was employed to compare groups.
No significant statistical differences (p=0.358) among groups were demonstrated.
Conclusion: Omeprazol, concomitantly used with MMF or EC-MPS seems not to

significantly affect MPA plasma levels, in kidney transplant patients.

Key words: Drug interaction, kidney transplant, mycophenolic acid, omeprazole
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INTRODUCTION

Mycophenolic acid (MPA) is a potent, selective, non-competitive and reversible
inhibitor of inosine-monophosphate-dehydrogenase (IMPDH) enzyme that has significant
immunosuppressive activity (1). Mycophenolate mofetii (MMF) and enteric-coated
mycophenolate sodium (EC-MPS) are two mycophenolic acid-derived drugs available for
clinical use (2). MPA has a highly unpredictable pharmacokinetics, presenting with
significantly large variability between and within-subjects (3).

Drugs interaction with MPA, causing its plasma level to significantly change, has been
previously reported (4). Cyclosporin A, tacrolimus, steroids, rifampicin, sevelamer, calcium
carbonate, acyclovir, norfloxacin, metronidazole, antacids and iron are among them (4,5).
Also, by possibly changing the patient’s enteric flora, administration of some antibiotics, such
as norfloxacin and metronidazole may alter MPAG deconjugation rate, reducing MPA
enterohepatic cycling (6-9). All proton pump inhibitors (PPIs) block acid secretion by binding
to parietal cells H'/K*-adenosine triphosphatase, raising gastric pH, thus potentially affecting
release of many oral drugs. PPIs influence absorption of drugs through interaction with
adenosine triphosphate (ATP)-dependent P-glycoprotein, but also by affecting cytochrome
P450 enzyme system (CYP) (10).

Little is known about PPIs effect on MPA plasma levels. Yet there are indirect
evidences for such interactions (5). Previous data suggested a possible reduction on MPA
level, when a PPl was concurrently administered with MMF. Such outcome has been
generally ascribed to reduced gastric acid secretion that decreases EC-MPS elution, and
subsequent hydrolysis, thus reducing its plasma concentration and that of the active molecule
MPA, as well (11,12).

The aim of the study was to evaluate the influence of omeprazole on MPA plasma

levels, in kidney transplant patients treated with MMF or EC-MPS.
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PATIENTS AND METHODS

Patients: The study enrolled 103 kidney transplant recipients, regularly attending the
Kidney Transplant Outpatient Clinic at Hospital Sdo Lucas da PUCRS. The study protocol
was approved by the Research Ethics Committee, and all patients read and signed an
Informed Consent Form before enrollment. All were following immunosuppressive regimens
that included a calcineurin inhibitor, MMF or EC-MPS, and prednisone for no less than three
months. Omeprazol was used as a single morning dose. The study population’s estimated
glomerular filtration rate was 38 (+16) mL/min/1.73 m?.

Sample Collection: Blood was drawn into EDTA-containing vacuum tubes, just
before the MMF or EC-MPS morning dose. It was centrifuged (5,000 g) for 5 minutes,
plasma separated and frozen (-20°C). In a microtube, 100puL of plasma was added to 200uL of
the precipitating solution (250 pL of carbamazepine solution [in methanol: 1 mg/mL]) and 50
ml Acetonitrile. After a 10-second mixing, the sample underwent spinning (12,000 g) for 5
minutes. Following, a 200 pL supernatant aliquot was diluted in 200 pL deionized water, for
MPA quantification.

MPA Quantification: Sample analysis was carried on a HPLC system equipped
with an isocratic pump, ultraviolet detector (215 nm), degasser, and a manual injection
system (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, USA). For the chromatographic
separation, a 150x4.6 mm (particle size 5 um) column (Nucleodur C18 ec, Duren, North
Rhine-Westphalia, Germany) protected by a guard column (Nucleodur® C18 ec, Diiren,
North Rhine-Westphalia, Germany) maintained at 20+2°C, was employed.
Acetonitrile:phosphate buffer (40:60 v/v, pH 3.0) mobile phase was kept at 0.7 ml/min
and the detector’s wavelength was set at 215 nm.

Statistical Analysis: Continuous variables are presented as mean and standard

deviation (SD), or median and range. Categorical variables are presented as frequency,
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percentage, or ratio. MPA plasma level values were logio-converted before analysis.
Continuous variables with normal distribution were compared by one-way ANOVA. The
Statistical Package for Social Sciences (SPSS 17.0 for Windows, SPSS Inc, Chicago, IL,
USA) software was used in all statistical analyses. The level of significance was set as

P<0.050.
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RESULTS

Among the 103 participants, 64 (62%) were female; the study population age was 46
(x13) years. A majority (95%) of patients had received a first graft, evaluated at 18 [6-51]
months post-transplant. Table 1 depicts relevant demographic and clinical data of the study
population.

Patients were ascribed to one of four groups, according to the drug combination in
regular use: MMF; MMF plus omeprazol; EC-MPS; EC-MPS plus omeprazol. MMF was
used by 55 patients (53.4%), while EC-MPS was used by 48 patients (46.6%). Omeprazol was
in concomitant use by 14 (25.5%) and 27 (56.3%) of MMF and EC-MPS using subjects,
respectively. MPA plasma level in MMF group was 1.93 (0.29- 11.60) pg/ml; in MMF plus
omeprazol it was 2.04 (0.23-5.29) pg/ml. Otherwise, in EC-MPS group, MPA plasma level
was 2.95 (0.25-12.90) pg/ml, while in EC-MPS it was 2.04 (0.34-7.62) pg/ml. No statistical
differences among the four evaluated groups was evidenced (p=0.358). Results are depicted in
Table 2 and Figure 1.

Only 30 (29%) patients had MPA levels within the suggested therapeutic limits (>1.0
ug/mL and <3.0 pg/mL) (13). Those on MPS plus omeprazole presented with the highest ratio
of adequate MPA plasma levels, followed by MMF plus omeprazole group; patients on MPS
group more often were out of the expected range, even statistical analysis not showing

significant differences.
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DISCUSSION

Proton pump inhibitors (PPIs) are regularly prescribed in the immediate post-
transplant period, to avoid possible gastric complications. Peptic disease is a significant
complication of organ transplant therapy, and PPI long-term prescription is not unusual in that
population (10,14). There is indirect evidence for PPIs interaction with MPA plasma levels,
yet little has been known with certainty on such effects (5). The current study analyzed MPA
plasma levels on 103 kidney transplant patients, independently of the mycophenolate
formulation in use - with or without the concurrent administration of omeprazole. MPA
plasma levels were asymmetrically distributed over a large range of values — they were
log-converted before analysis.

MPA levels comparison, among the four different groups, did not demonstrate any
significant difference. However, it may be said that no effect of oral omeprazole upon plasma
levels of MPA, in this particular study population, was demonstrated. Contrary to a previous
report, decreased levels of MPA in patients receiving MMF concomitantly with oral
omeprazole could not be shown (15). MMF and EC-MPS solubility in aqueous buffer
solutions, at different pH values, was evaluated in that study. MMF solubility ranged from 4.0
mg/L at pH 4.0, to as low as 0.24 mg/L at pH 5.2 (15). Therefore, increased gastric pH,
similar to that induced by oral omeprazol administration might lead to reduced MMF
solubility, reduced drug absorption, and lower MPA plasma levels (15). However, no such a
change was demonstrated in the current study. Increased gastric pH caused by omeprazole
oral administration seemed not to interfere with MPA plasma levels, suggesting that MMF
absorption may be not entirely dependent on gastric pH. Nevertheless, results for the EC-MPS
group endorse previous data, demonstrating no significant changes in MPA levels. In vitro
experiments established that MPS tablets remains virtually intact up to pH 5.0 (15). It has

been said that such EC-MPS formulation remains unbroken all through the acidic
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environment, being released upon reaching the jejuna, where tablets become soluble, at higher
pH (16-18). Although no significant differences among groups could be perceived, there was
suggestion for diminished MPA plasma level values variance in the two groups using
omeprazole. Data suggest that MPA plasma levels became less variable when patients were
simultaneously using omeprazole. Furthermore, both groups on omeprazol had more
individuals within therapeutic drug limits, than the other groups. No possible explanation for
such finding could be found. Yet most patients used, simultaneously, a variety of drugs which
could also interfere with MPA plasma level. So, interesting as it was, such effect cannot be
singly ascribed to omeprazol. Determination of MPA area under the concentration-time curve
from 0 to 12 hours (AUC;») in the same groups of patients might help clarifying such effect.
In conclusion, no significant differences in MPA level with, or without, simultaneous
administration of omeprazole in patients using MMF or EC-MPS were demonstrated.
However, MPA plasma levels were more stable when omeprazol was concomitantly

dispensed.
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TABLES

Table 1 — Demographic and clinical characteristics (n=103)

Parameter Data

Age (years): mean (£SD) 46 (£13)
Female: n (%) 64 (62)
Caucasians: n (%) 98 (95)
Weight (Kg): mean (xSD) 71 (£15)
Baseline disease: n (%)

Unknown 31 (30)

Hypertension 21 (20)

Diabetes mellitus 11 (11)

Polycystic kidney disease 11 (11)

Others 39 (38)
Comorbidities: n (%)

No comorbidities 59 (57)

Hypertension 25 (24)

Diabetes 3(3)

Others 16 (16)
Time from transplant (months): median [range] 18 [6-51]
Cadaver donor: n (%) 78 (76)
First transplant: n (%) 98 (95)
MMF/EC-MPS time in use (months): median [range] 19 [8-51]
Creatinine (mg/dL): median [range] 1.77 [0.90-5.42]
GFR (mL/min/1.73m?: mean (+SD) 38 (+16)

SD: Standard deviation; MMF: Micofenolato mofetil; EC-MPS: Micofenolate

sodium; GRF: Glomerular filtration rate.



Table 2 - MPA levels among the studied groups (n=103)

Group Mean (SD) Median ~ Minimum Maximum
MMF 2.59 (2.37) 1.93 0.29 11.6
MMF plus Omeprazol 2.26 (1.45) 2.04 0.23 5.29
EC-MPS 4.03 (3.47) 2.95 0.25 12.90
EC-MPS with Omeprazol 2.43 (1.68) 2.04 0.34 7.62

SD: Standard deviation; MMF: Micofenolato mofetil; EC-MPS: Micofenolate sodium.
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FIGURE LEGEND

Figure 1: MPA plasma levels in patients using MMF or EC-MPS, with or without omeprazol

— Boxplot.
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6 DISCUSSAO

O MTF de medicagdes imunossupressoras constitui-se de uma ferramenta de apoio
clinico para aperfeicoar a eficacia da medicagdo que, junto com a anamnese do paciente e
com dados laboratoriais, pode evitar que as concentraces sanguineas desses farmacos se
encontrem em nivel subterapéutico (culminando com episodios de rejeicGes do enxerto) ou
toxicos (acompanhando-se por episddios de toxicidade). Também se torna uma ferramenta
atil para individualizacdo dos regimes imunossupressores [22].

O MPA é muito empregado na prética clinica, por sua potente agcdo imunossupressora,
mas seu efeito adverso de intolerabilidade gastrointestinal, com o surgimento de dores
abdominais e episodios de diarreias é sabido da literatura [21,28,29].

Por ndo haver técnica rotineira de MTF do MPA em grande parte dos Centros de
Transplante, o ajuste de doses do MMF e do MMS baseia-se no achado de leucopenia e de
sintomas gastrointestinais. Geralmente, com a reducdo da dose, 0s pacientes apresentam
melhora clinica. Entretanto, quadros de diarreia podem se apresentar com alguma frequéncia e
resolver-se de forma espontanea.

Para o estudo de validacdo de método, o preparo da amostra foi realizado com a
precipitacdo de proteinas por acetonitrila, conforme técnicas ja& padronizadas na literatura
[20,71,72,73,74,75]. Embora este método ndo proporcione a extracdo “limpa”, como ocorre
na metodologia com extragdo liquido-liquido e também na metodologia com extracdo em fase
solida, é muito mais simples e acaba sendo mais rapida e menos dispendiosa, se comparada as
duas ultimas formas de extracdo. Além disso, a utilizacéo da precipitacdo de proteina pode ser
aplicada universalmente a todos os tipos de analitos, independentemente da natureza do
medicamento a ser analisado. Tal vantagem é importante para a separagdo e quantificacdo
simultanea de MPA e seus metabdlitos, que tém diferenca significativa de polaridade [76].

Utilizou-se no estudo uma coluna cromatografica de 150 x 4,6 mm, com C18, mantida
a 20°C+2°C. Colunas para a determinacdo do MPA e de seus metabolitos sdo quase que
exclusivamente de fase reversa, e incluem tanto C8 e C18, variando de 150 a 300 mm de
comprimento, geralmente com didmetro interno variando de 3,0 a 4,6 milimetros [22]. Estes
dados demostram que a coluna utilizada estava de acordo com a literatura e é facilmente
encontrada na maior parte dos laboratdrios.

Fases moveis sdo geralmente compostas de um solvente aquoso binério e polar, tal
como o &cido acético aquoso, o 4cido fosfdrico, ou um tampéo de pH baixo (solvente A) e um

menos polar (solvente B), tal como solvente organico (metanol ou acetonitrila),
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eventualmente acidificado [22]. Empregou-se, como fase mdvel, o tampé&o fosfato:acetonitrila
(60:60 v/v), pH 3,0.

O sistema de HPLC empregado possuia detector de UV que, para a validacdo,
detectava substancias em um comprimento de onda de 215 nm. Estudos prévios da literatura
demostram que o MPA absorve na regido UV. Devido a sua ampla disponibilidade, o detector
de UV foi usado para detectar MPA e seus metabolitos. O espectro UV de absor¢do méaxima é
demonstrado nos comprimentos de onda de 215, 250 e 304 nm para MPA e 215, 251 e 295
para MPAG [71]. Embora a sensibilidades maior tenha sido obtida em 215 nm, algumas
investigaces relatam alto risco de interferéncia de materiais enddgenos séricos, neste
comprimento de onda [75,77,78]. No entanto, ndo foi detectada interferéncia para os
compostos testados, apesar desse dado poder apontar uma limitagdo desta validag&o.

Para a realizagdo da validacdo de procedimentos quantitativos bioanaliticos, pelo
menos 0s seguintes parametros devem ser avaliados: seletividade, modelo de calibragéo
(linearidade), estabilidade, acuracia, precisdo e limite inferior de quantificacdo. Os pardmetros
adicionais que podem ser relevantes incluem: limite de deteccdo (LD), recuperagéo,
reprodutibilidade e robustez [79,80,81,82].

No artigo 1, realizou-se a validagcdo da metodologia para realizar dosagem de MPA. A
validacdo de um método é um elemento bésico de sistemas de qualidade laboratorial, como o
proposto por Boas Préticas de Laboratorio (BPL) [83] e ISO 17025 [85]. A validacédo visa
diminuir ou controlar os fatores que levam & imprecisdo ou inexatiddo dos resultados. Nosso
grupo de pesquisa elaborou um Procedimento Operacional Padrdo (POP) que estabeleceu os
pardmetros de validacdo de métodos analiticos, tais como linearidade, intervalo dindmico,
curva de calibracdo, sensibilidade, limite de deteccdo, limite inferior de quantificacéo,
precisdo, exatiddo, recuperagéo, especificidade e robustez.

A especificidade visa a capacidade de um método para detectar o analito de interesse,
quando presentes outros compostos da matriz. Isso determina a seletividade do método. Na
analise de especificidade, foi alcancada separagdo segura dos analitos, e o tempo de retencéo
foi adequado para uma andlise de rotina, sendo de aproximadamente 13 minutos. A
carbamazepina foi utilizada como padrdo interno. Todas as medicacOes testadas como
possiveis interferentes sdo medicagdes prescritas na rotina dos pacientes transplantados, e que
podem estar presente em grande parte das analises, durante a rotina de dosagem laboratorial.

A precisdo é a proximidade de concordancia (grau de dispersdo) entre uma serie de

medi¢Bes, obtidas a partir de uma amostragem multipla de uma mesma amostra homogenea,
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nas condigBes descritas. Pode ser considerada em trés niveis: precisdo, repetibilidade e
reprodutibilidade intermediéria [85].

A precisdo e a acuracia foram analisadas em 3 diferentes concentracbes de MPA e
MPAG, abrangendo as concentragdes baixa, média e alta, da curva de calibracdo. Analisou-se
a precisdo intra e inter-dia e avaliou-se a proximidade entre varias medidas (n=6) efetuadas de
uma mesma amostra. A linearidade, determinada pela analise de calibradores de diferentes
concentracOes, abrangeu a faixa de concentragdo de interesse no trabalho. As curvas
apresentaram-se lineares e as analises abrangem todas as medicacdes testadas.

O limite inferior de quantificacdo (LOQ) € definido como a menor concentracéo
detectavel. O limite de deteccdo (LOD) e determina a sensibilidade do método. Consiste na
verificacdo da menor concentragdo de uma substancia quimica que pode ser identificada e
diferenciada do ruido. A obtencdo do LOD foi feita usando seis amostras de plasma livres
farmacos. O valor encontrado foi de 0,001 pg/ml para MPA e 0,530 pg/ml para MPAG. O
valor encontrado para o0 MPA monstrou que a validacdo é mais sensivel que a do método
desenvolvido por Premaud et al., que obteve um LOD de MPA de 0,05 ug/ml [82]. Quanto
aos valor do LOD para MPAG, os valores assemelham-se ao de outro estudo, que foi de 0,50
pg/ml.

A estabilidade, ultimo pardmetro da verificacdo, foi determinada em amostras
armazenadas entre 2 e 8°C. Demonstrou-se estabilidade de MPA e MPAG nas amostras de
sangue total por um periodo de sete dias. O CV destas amostras foi < 5%.

Semelhante a outros métodos publicados, foi utilizado um sistema de eluicdo de
gradiente para a separacdo e quantificagdo simultanea de MPA e seus metabolitos
[85,86,87,88]. No entanto, a validacdo deste estudo demonstrou-se de boa resolucdo, com
exatiddo e precisdo, comtempo de retengdo de aproximadamente 13 min.

Para que um medicamento requeira TDM, é importante mostrar que seu indice
terapéutico é estreito - ha relacéo entre concentragdes de droga e eficécia clinica, toxicidade, e
variabilidade intra-individual e inter-individual, farmacocinética e farmacodinamica.

Para MPA, com base nos dados atuais, esses requisitos ndo sdo totalmente
preenchidos. O mais importante deles € a falta de clara relagdo entre concentragdes e resultado
clinico, especialmente relacionados a eventos adversos. Seriam importantes estudos que
melhor caracterizassem a relacéo entre niveis de MPA e toxicidade [53].

A aplicabilidade e a utilidade do MTF do MPA em Tx passam por Vérias condicdes:
(1) Existe uma relagéo entre a exposicdo ao MPA e eficicia e/ou toxicidade? (2) O que causa

a variabilidade na farmacocinética do MPA? (3) Podem ser definidos valores de referéncia
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alvos para exposicdo ao MPA? (4) Como pode ser alcangada a concentragdo terapéutica na
préatica clinica? (5) Qual é o custo-beneficio para manter o paciente dentro da janela
terapéutica? Nos ultimos anos, grandes ensaios clinicos e estudos farmacocinéticos de
receptores renais tém fornecido novas percepcdes nesta discusséo [53].

A técnica empregada para realizagdo do MTF deve ser compativel com o ambiente
hospitalar, as préticas ambulatoriais e as instalaces do laboratdrio. Deve ser economicamente
vidvel e ter seus resultados disponiveis em tempo habil para melhorar os resultados clinicos
e ser aplicvel. A escolha do tipo de ensaio a utilizar vai depender de uma série de fatores
como: aparelhos e capacidade disponiveis no laboratério, a carga de amostras, se 0 ensaio
usard fragdo livre ou ligada a proteina plasmatica e as concentra¢des de metabdlitos de MPA
ou MPAG. Em geral, laborat6rios tém um pequeno nimero de amostras para analisar, ou
recebem amostras com pouca frequéncia. Aqueles com uma carga grande de amostras, e
aqueles com interesses de pesquisa, tém mais facilidade em adotar a técnica cromatogréfica
[53].

Apesar de HPLC com detecgdo de massa ser muitas vezes descrito como padréo-ouro,
a técnica ndo € isenta de interferentes. Entre estes, estdo a supressdo da ionizagdo por
componentes da matriz da amostra, levando a resultados falsamente baixos e a fonte de
fragmentacdo do MPAG, levando a resultados falsamente elevados. N&o existe fonte
comercial de uma forma marcada com isotopos estaveis de MPA para utilizacdo como padréo
interno. A validacdo do ensaio, de acordo com as normas internacionais, € essencial para
todas as técnicas cromatogréficas, independentemente do método de deteccéo [89].

Nesse trabalho foi empregada a técnica de MTF do MPA pela HPLC com detector
UV, por ser esse um padréo ouro para pesquisas, no qual poderia-se analisar interferentes nos
cromatogramas, além de metabdlitos inativos. Nossa limitacéo, neste trabalho, foi no estudo 2
ndo poder disponibilizar os niveis de MPAG, pois no momento em que foram realizadas as
analises, ndo estava mais disponivel o padrdo de MPAG.

Em média, a partir de dados de ensaios de proficiéncia, o acordo entre 0s VArios
meétodos para cegamento de amostras que contenham concentragdes conhecidas de MPA é
bom.

No entanto, a precisdo do calibrador deve ser tida em mente, especialmente para os
centros que usam técnicas cromatogréficas, pois a maioria prepara seus proprios calibradores.
A precisdo de calibracdo é um fator importante em longo prazo para a consisténcia de

resultados e para a partilha de dados de vérios centros de estudos clinicos [53].
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Para padronizacdo da andlise de MPA, uma amostra de plasma com EDTA tem sido
recomendada como a matriz de amostra [90]. No entanto, amostra de plasma heparinizado
pode ser usada, apesar de a matriz utilizada dever estar de acordo com os folhetos de ensaios
de plataforma ou os dados devam ser gerados especificamente para demonstrar a aptidao de
uma matriz [90]. O mesmo cuidado deve ser mantido durante e apds a coleta, no
armazenamento e procedimentos de manuseio da amostra, e devem ser padronizados. As
concentragdes plasmaticas de MPA téem se mostradas estaveis, permanece constantes até
pelo menos 8 horas a temperatura ambiente, 96 horas a 4 °C, e 11 meses a -20 °C [89]. A
analise de estabilidade apresentada nesta tese demonstrou-se, portanto, validada.

As amostras em que ha concentragdo muito elevada de MPAG podem resultar em
concentracdes de MPA falsamente elevados. Pacientes com eliminagdo comprometida de
glucuronideos, como os que foram alvo recente de um transplante ranal e apresentaram
retardo na funcdo do enxerto podem ter concentracfes elevadas do metabdlito - por vezes
mais elevadas do que as do composto de interesse. O MPAG ¢ instdvel em pH neutro ou
alcalino, com perda de aproximadamente 25%, apds 12 horas, e cerca de 40% ap0s 24 horas a
temperatura ambiente [91]. H& protocolos que podem-se utilizar para ultrapassar o problema
pré-analitico [89,92,93].

A validacdo aqui apresentada demonstrou um tempo total de corrida analitica
inferior a 13 min, fato que permitiu o ensaio sequencial de multiplas amostras, em periodo
relativamente curto. 1sso se torna-se muito importante para a padronizagdo da técnica para
analises de amostras na rotina, permitindo analise, e retorno ao clinico, de forma
relativamente rapida e segura.

O procedimento analitico deste trabalho empregou um pequeno volume de amostra,
com extracdo simples de MPA.

Nesse trabalho, realizou-se coleta do sangue venoso em tubos de coleta contendo
EDTA. Imediatamente ap0s a coleta, os tubos foram centrifugados e o plasma estocado em
freezer a -20°C. As amostras foram todas analisadas dentro de um prazo maximo de 60 dias
apds a coleta. Todos os procedimentos pré-analiticos seguiram rigorosamente o protocolo
(POP), desenvolvido por nosso grupo de pesquisa, sendo que todos os membros da equipe
responsavel pela coleta estavam devidamente treinados para realizar esse procedimento. Com
isso, reduziu-se a possibilidade de erros pré-analiticos.

A anélise da fracdo livre de MPA parece ser uma alternativa de grande importancia no
MTF do MPA, embora seja essa uma analise mais trabalhosa, o que pode limitar seu emprego

na pratica clinica. Em casos especificos, essa analise pode auxiliar no ajuste de dose, como



77

em pacientes com insuficiéncia renal, principalmente durante o periodo de pos-tranplante
imediato, quando o paciente apresente retardo na fungdo do enxerto. Acumulando MPAG, o
MPA desloca-se a partir da proteina de ligagéo [94]. A acidose e a ureia também diminuem a
ligacdo de MPA & albumina. Isto leva a um aumento da fragdo livre de MPA que, por sua vez,
pode aumentar sua remogao (gerando concentragdes mais baixas) [95,96]. Por outro lado, ha
dados mostrando que, em pacientes com fungdo renal pior, ndo s6 MPAG se acumula,como
também MPA. A andlise da fracdo livre de MPA, se puder ser feita com precisdo para
determinar as concentragfes ativas, real e livre, pode ser benéfico em doentes com
insuficiéncia renal grave [97,98,99]. Em estudo populacional, envolvendo 468 pacientes
transplantados renais, o clearance de creatinina estimado (férmula de Cockcroft e Gault)
explicou 19% da variabilidade de MPA [39]. A funcgéo renal tem efeito clinicamente relevante
na depuracdo MPA, quando o clearance de creatinina é < 25 ml/min/1,73m> Nestes casos,
pode haver benéficio na medida de MPA livre, ao invés de usar somente a concentracéo total
[95,96].

Ainda, no que diz respeito a fragdo livre de MPA, hipoalbuminemia reduz o nimero
de sitios de ligacdo disponiveis para MPA e MPAG [93,96]. Diminuicdo da albumina sérica
tem se associado a aumento da fragdo de MPA livre, que por sua vez pode levar a aumento do
clearance de MPA, e diminuicdo da concentracdo total de MPA plasmaético (de novo causando
baixa mensuracéo da exposigdo total de MPA) [100]. Hipoalbuminemia parece ter o maior
efeito clinico na depuracdo de MPA, quando a albuminemia é inferior a 3,10 g/dL [96]. A
albumina sérica < a 3,10 g/dL pode ser utilizada para prever em quais pacientes deve-se
considerar a monitorizacdo da exposicdo ao MPA livre. Em estudo populacional, envolvendo
468 pacientes com Tx, em 12% a albumina sérica explicou a variabilidade intra-pacientes e
em 5% a variabilidade inter-paciente foi associada com clearance de MPA [39]. Frente a esses
dados, torna-se de grande utilizada a realizacdo do MTF da fracéo livre do MPA. Validar o
meétodo, aplicado a fracdo livre do MPA é um dos proximos objetivos de nosso grupo de
pesquisa.

O estudo APOMYGRE forneceu sugestdes importantes para o desenvolvimento futuro
do MTF do MPA: (1) A utilizagdo de um estimador Bayesiano que se baseia em um LSS de
trés pontos de tempo (20 minutos, 1 hora e 3 horas apds a dosagem MMF) para guiar 0s
ajustes de dosagem, foi adequado em mais de 80% dos casos; (2) Ajuste clinico de dose para
atingir uma AUC de MPA 12 horas > 30 mg x h/L em 67% dos doentes no dia 14 e em 91%
em 1 més, em comparagdo com apenas 31 e 56% no grupo com dose fixa de MMF,

respectivamente; (3) A dosagem de MMF média necessdria no grupo de concentragdo
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controlada foi de 3 g/d durante os primeiros trés meses e em mais de seis meses as doses de
MMF foram reduzidos a uma meédia de 2 g/d. Houve grande distribuicdo de doses (1-4 g),
com 80% dos pacientes necessitando doses maiores que 2 g/ d; (4) Anélise retrospectiva nao
mostrou diferengas nos custos financeiros entre os grupos de concentragdo controlada e de
dose fixa, com MTF representando apenas 1% do total de custos [101].

A AUC de 12 horas é considerada padrdo para o critério de monitorizacdo do MPA -
que é um reflexo da exposicdo a droga. Se um protocolo de amostragem, acoplado com
regressdo mdaltipla ou estimativa de Bayes é usado para determinar este parametro, ele deve
ser usado apenas para a populacdo em que o modelo foi desenvolvido, e deve incluir, pelo
menos, um ponto depois de 4 horas (de preferéncia cerca de 8 ou 9 horas apds a administracdo
do MMF). Se um ponto de tempo unico for ser para ser usado e extrapolado para uma AUC
de 12 horas pela concentracdo de MPA, ainda que mais prética, do ponto de vista
farmacocinético ndo serd o melhor ponto de tempo para escolher [29].

Inibidores da bomba de proton (IBP) séo frequentemente prescritos pds-transplante
para prevenir complicacbes gastricas. Ulcera péptica ¢ uma complicagdo comum apds o
transplante de 6rgdos e, em longo prazo, a administracdo de agentes antiulcerosos é necesséaria
em pacientes transplantados [68,102]. H& evidéncias indiretas de interacdo dos IBP com o
MPA. Entretanto, pouco sabe-se sobre o fato [41].

Os IBP podem modificar a liberacdo intragéstrica de outras drogas, aumentando o
valor do pH [102]. Estudos téem demostrado interagdo importante entre administragdo de IBP
com MMF, entretanto 0 mesmo néo tem sido observado quando da administracéo de IBP com
MMS.

No estudo 2, realizou-se a analise de 103 pacientes transplantados renais,
independentemente do tipo de micofenolato em uso, utilizando ou ndo omeprazol oral. Os
pacientes foram randomizados para cada grupo apds coleta de sangue e conhecimento das
medicacfes em uso (coleta em prontuérios e folhas de fluxo). Analisando a populacdo em
estudo, 64 (62%) pacientes era do sexo feminino. A idade da populagéo foi de 46 (13 ) anos.
Noventa e cinco por cento da populacdo eram caucasianos. Portanto, fatores étnicos ndo
podem ser interferentes na analise. A doenca de base mais prevalente foi desconhecida (30%),
seguida por hipertensdo arterial sistémica (20%) e diabetes mellitus (11%). A maioria
recebera um primeiro transplante (95%), sendo que o tempo médio de transplante até o
momento da coleta foi de 18 (6-51) meses. O tempo de uso de dose estivel de micofenolato
(seja MMF ou MMS) foi 19 (8-51) meses. A creatinina foi de 2,09 (x1,44) mg/dl e a DCE
estimada 36 (24-50) ml/min/1,73m?.
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O IBP estudado foi o omeprazol. A escolha deveu-se ao fato de que o omeprazol é o
IBP dispensado pela Secretéria de Salde do Estado do Rio Grande do Sul, onde a maioria dos
pacientes recebe a medicagdo e sendo, portanto, o IBP mais utilizado pelos pacientes
transplantados renais atendidos no Hospital S&o Lucas da PUCRS.

Os valores obtidos para as dosagens de MPA formam bastante assimétricos e para
analises comparativas, sofreram prévia transformacdo a escala logaritmica. Aparentemente,
ndo houve interacdo entre o uso de omeprazol e os niveis plasméaticos de MPA. Esperava-se
uma aproximacdo aos resultados da literatura prévia, e reducdo dos niveis de MPA em
pacientes que usavam MMF, juntamente com omeprazol. Entretanto, para nossa surpresa, esse
resultado néo foi observado. Este talvez seja um resultado de importancia terapéutica no uso

de MPA. O embasamento para a observacéo anterior é a de que, ap6s a administracéo
oral, o MMF sofre desesterificacéo, que é significativamente inibida pelo aumento do pH
[66]. Estudo anterior investigou a solubilidade de MMF e MMS solugdes tampéo aquosos a
diferentes valores de pH. A solubilidade de MMF foi de 4 mg/L em pH 4, caindo para apenas
0,24 mg/L em pH 5,2 [103]. Portanto, 0 aumento do pH gastrico (que ocorre quando o
individuo recebe omeprazol) pode reduzir a solubilidade de MMF, levando a menor absorgéo
de MPA [101]. Os achados presentes contrariam essa idéia.

Resultados semelhantes foram relatados anteriormente com outros ésteres de pro-
farmacos, como cefalospirinas administradas por via oral [32]. Neste trabalho, o possivel
aumento do pH gastrico, pelo uso de omeprazol, ndo pareceu interferir na dissociacdo do
comprimido de MMF, pois os niveis plasmaticos ndo foram significativamente modificados.

Conclusdo semelhante ao estudo acima, sobre o efeito do pH gastrico sobre a
biodisponibilidade da MMF é sugerida a partir de estudo recente em pacientes transplantados,
tratados com lansoprazol e MMF [104].

Os IBP sdo metabolizados e inativados no figado, principalmente por CYP2C19. A
inibicdo da secre¢do acida, e o pH do estomago, depende também de diferencas genotipicas
na atividade do sistema CYP2C19 [105,106].

Os resultados do grupo de MMS usando omeprazol sobrepuseram-se a os dados da
literatura prévia, demostrando ndo haver interacdo de MMS sobre o0s niveis de MPA.

Estudos in vitro demonstraram que o revestimento entérico de MMS permanece
praticamente intacto até pH 5.0. Logo, a passagem pelo ambiente acido do estbmago nédo
parece afetar a entrega sistémica direta de MPA,; apenas quando atinge o intestino delgado
(pH>5.0) é que o comprimido de MMS se torna solavel [30,109,110].
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Em contraste ao MMF, o MMS pode ser estavel por duas horas, em pH 5,0 e por 40
minutos em um pH 5,5. A liberacdo répida de MPA ocorreu, apenas, quando o pH foi elevado
para 6,0 ou mais [30].

A alteragdo da biodisponibilidade também pode ocorrer por diminui¢do da absor¢&o de
MPA, ou sua depuragdo metabélica aumentada. Glicocorticoides, por exemplo, aumentam a
transformacgdo de MPA em MPAG, por inducdo da atividade de UDP-glucuronil-transferase,
diminuindo as concentragdes plasmaticas de MPA [41].

Além disso, podem influenciar a absor¢do e o metabolismo do farmaco, por interacdo
com trifosfato de adenosina dependente de P-glicoproteina, ou com a enzima citocromo P450
[109]. Sugere-se que o sistema citocromo P450 esteja envolvido na interaccdo com MMF
[105].

Fato interessante foi a observagéo de que, embora ndo se tenha encontrado diferenga
estatistica entre os quatro grupos, a co-administracdo de omeprazol - tanto o grupo MMF
quanto para o grupo MMS - reduziu a variancia dos valores de niveis plasmaticos de MPA.
Pareceu ter ocorrido maior “estabilidade” nos niveis de MPA, tanto para MMF, como para
MMS com a administracdo concomitante de omeprazol. Os niveis de MPA se mantinham
dentro da faixa terapéutica. Ndo ha explicacdo Obiva para o fato e a literatura, tanto quanto
possamos saber, ndo contempla o resultado encontrado.

A grande variabilidade nos niveis de MPA, nos pacientes em estudo, tanto com MMF
quanto com MMS, poderia ser um fator confundidor para nosso resultados. O mesmo poderia
acontecer se 0s pacientes estudados - como ocorre na maioria dos pacientes transplantados -
fizessem uso de uma grande variaedade de outros farmacos, como anti-hipertensivos,
hipoglicemiantes orais, anti-lipidémicos, quimioterdpicos e antibidticos profilaticos. Essa
variabilidade de drogas, usadas concomitante, poderiam alterar a absorcdo de MMF e de
MMS. Assim, ndo podemos afirmar que a maior estabilidade dos niveis de MPA ocorreu,
apenas, por uso de omeprazol. O resultado imediato pode levar a esse raciocinio, entretanto,
para afirma-lo serd necessario realizar um estudo de AUC com 0S mesmos grupos ja
estudados, para avaliar com seguranga o que ocorre, farmacocineticamente, com esses
pacientes. Esse estudo ja estd programado como perspectiva futura em nosso grupo de
pesquisas.

Como acontece com muitos outros imunossupressores, 0 MPA apresenta um aumento
tempo-dependente da biodisponibilidade [53,110]. O aumento poderia fazer o efeito do IBP
menos importante, ap6s certo tempo do transplante [103]. A populagdo estudada apresentou

variacéo significativa do tempo pdés transplante, quando avaliada. Entretanto, com um estudo
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de AUC, esse parametro poderia também ser avaliado, recutando pacientes dentro de uma
mesma faixa de tempos ap0s transplante a ser delimitada.

Os pacientes recrutados, em uso de omeprazol, recebiam 20 mg de omeprazol pela
manha. A persisténcia da secre¢do 4cida durante a noite quando IBP s&o administrados pela
manha pode ocorrer devido & presenga de sintese acida ""de novo™ de bombas que nunca foram
expostos a IBP [111,112]. Assim, o efeito observado na farmacocinética diurna ndo pode ser
estendida para aquele durante a noite, o que pode fazer com que o efeito do IBP seja ainda
menos importante, clinicamente [102].

Né&o é clara a significancia clinica dos IBP exposicdo do MPA e nos episodios de
rejeicdo. Doses maiores de MMF no periodo pos-transplante inicial podem ser necessérias
para exposi¢cdo adequada, se o paciente recebe IBP. Dada a grande variabilidade,
monitorizacdo terapéutica pode ser Gtil nos casos em que o médico esteja preocupado com a
exposicdo ao MPA, principalmente se considerando o uso associado de inibidor da
calcineurina ou de esterdides, quando aadequada exposicdo ao MPA pode ser critica
[103,113].

Quando realizamos a analise dos grupos, com referéncia ao nivel terapéutico,
percebemos que tanto o grupo com MMF quanto o com MMS, recebendo omeporazol,
apresentavam porcentagem de pacientes dentro da faixa terapéutica, comparativamente aos
grupos de MMF e MMS que ndo recebiam. A observacdo mostra que houve uma menor
variancia nos valores do nivel de MPA, que estiveram mais frequentemente na faixa
terapéutica. Entretanto, os dados ndo alcancaram significancia estatistica. Para tanto, seria
necessario aumentar o “n” da amostra em aproximadamente oito vezes. Outra vez, ndo
podemos afirmar que o efeito sugerido seja dependente, apenas do uso conccomitante de

omeprazol — outras drogas podem se associar para produzir o resultado observado.
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7 CONCLUSAO

A validagdo de um método de andlise para niveis plasméaticos de MPA foi
devidamente realizada, atingindo todos os parametros obrigatorios. Na analise de possivel
interacdo de omeprazol com MMF ou MMS sobre os niveis plasméaticos de MPA, néo foi
demonstrada diferenca estatisticamente significativa entre grupos. Entretanto, ocorreu
tendéncia a menor varidncia dos valores do nivel plasméatico de MPA em pacientes que
usavam omeprazol concomitantemente com MMF ou MMS. Talvez, aumentando a amostra,
esta sugestdo se tornasse mais evidente.

Os achados do estudo podem contribuir para melhor entendimento no uso do MMF e

MMS, bem como para esclarecer o papel dos IBP sobre os niveis plasmaticos de MPA.
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8 PERSPECTIVAS FUTURAS

Nosso grupo de pesquisas almeja a continuidade na realizagéo de estudos envolvendo
monitoramento terapéutico de farmacos imunossupressores. Os objetivos seguirdo voltados
para realizacdo de projetos envolvendo monitoramento terapéutico intracelular desses
farmacos, assim como o desenvolvimento de protocolos de estudos farmacocinéticos, visando
alteracbes de concentragdes sanguineas em diferentes esquemas de co-administracfes de
medicacOes, tais como o papel de farmacos rotineiramente incluidos na profilaxia de
infeccBes, sobre o nivel plasméatico de MPA.

Avaliacéo da fracdo livre de MPA também é do nosso interesse de estudo, assim como
realizagdo de mais estudos de area sobre a curva, especialmente no uso de omeprazol e as pro-
drogas de MPA.
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