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1. Introducéo :

Existem alguns imunossupressores, dentre eles a ciclosporina, descritos na
literatura e amplamente difundidos para aplicagdo no tratamento de pos-
transplantes e/ou doencas auto-imunes (como a psoriase). Devido a sua complexa
farmacocinética e a sua faixa terapéutica estreita (e, portanto, com alto potencial
de toxicidade), devem ter administracdo e acompanhamento criteriosos para
avaliacdo de eficacial/ineficacia, tolerancia e toxicidade em decorréncia de sua
utilizacao farmacoterapéutica (vollenbroeker, 2005; hallworth; capps, 1993).

A justificativa para determinacdo dos niveis séricos da ciclosporina é a
necessidade de acompanhamento regular de sua concentracdo no sangue, para
evitar efeitos adversos e para assegurar a eficacia de imunossupresséao (cattaneo,
2004). Os niveis de farmacos ou metabdlitos sdo necessarios para o
acompanhamento regular da terapéutica, além da observacdo de reacdes
adversas, interacbes medicamentosas, estudos de toxicidade, farmacocinética,
farmacodinamica. Assim, a especificidade das técnicas analiticas a aplicar € de
primordial importancia na monitoracao terapéutica de farmacos (hallworth; capps,
1993).

Pestana (2002) cita que o uso crescente de farmacos com faixa terapéutica
estreita, baixo indice terapéutico e elevada variabilidade farmacocinética inter e
intraindividual requer continua monitoracdo terapéutica para a reducdo da

morbidade e otimizagdo da eficacia apds o transplante.



Quando se usa uma droga imunossupressora potente como a ciclosporina, podem
ocorrer variacbes de seus niveis sanguineos devido a sua farmacocinética
complexa, 0 monitoramento deve ser constante mesmo quando o paciente nao
apresenta sinais e sintomas aparentes de problemas relacionados ao farmaco.
Alguns farmacos podem aumentar seu potencial toxico, como as cefalosporinas, e
outros podem aumentar seus niveis como a anfotericina ou o verapamil. Outros
podem interagir reduzindo seus niveis séricos como o fenobarbital ou rifampicina
(vollenbroeker, 2005).

2. Objetivo :

Desenvolver e validar técnica analitica em HPLC-PDA capaz de quantificar os niveis
plasmaticos de ciclosporina A em pacientes transplantados, visando a correlagéo
dos niveis de ciclosporina A obtidos, com valores de referéncia na literatura
(terapéuticos, sub-terapéuticos e téxicos), além de buscar associagdo com sinais,
sintomas e valores laboratoriais dos pacientes, registrados em prontuarios, e
estipular condi¢cdes mais eficientes para o0 ajuste de dose da ciclosporina em

pacientes transplantados.

3. Material e Métodos :

Os pacientes do ambulatério de transplantes, do Hospital Araujo Jorge, em
tratamento farmacoterapéutico com a ciclosporina A (cerca de 2 pacientes/més)
serdo convidados a participar do estudo. Os pacientes serdo esclarecidos sobre o
estudo, quando sera feita a Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) .
ApoOs o0 esclarecimento, 0 paciente (ou responsaveis) que consentir em participar do
estudo, assinard o TCLE em duas vias na presenca de duas testemunhas. N&o
havera restricdo de faixa etaria ou género.Pacientes com tempo de tratamento
inferior a 2 semanas seréo excluidos do estudo.

As amostras serdo coletadas de pacientes em uso de ciclosporina A de ambos 0s
sexos em tratamento no Hospital Aradjo Jorge a partir da data de aprovacéo pelo
Comité de Etica da UFG e do Hospital Aratjo Jorge.

Para a andlise comparativa, 06 pacientes transplantados, serdo incluidos. As
amostras de sangue serdo coletadas, por pungédo venosa (5 ml) no ambulatério do
Hospital Aradjo Jorge e transferidas para um tubo com EDTA. O plasma sera

separado por centrifuga e armazenado imediatamente a —20°C para posterior



analise na Central Analitica do Nuacleo de Estudos e Pesquisas ToOxico-
Farmacoldgicas da UFG (NEPET), vinculado a Unidade de Pesquisa Clinica da UFG
(UPC-UFG).

Empregar-se-a4 a cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector fotodiodo
(HPLC-PDA), com sistema de gradiente de concentracdo, como método de analise e
guantificacdo das concentracdes plasmaticas da ciclosporina.

As andlises quantitativas de ciclosporinaa em plasma humano serao realizadas por
meio de cromatégrafo liquido Shimadzu® LC-20AT, equipado com detector por
arraste de diodos (SPD-M20A) e detector de fluorescéncia (RF-10AXL), acoplado a
um amostrador automatico SIL-20A (Prominence® Auto Sampler) e forno de coluna
CTO-20A (Prominence®), controlados por médulo de comunicacdo CBM-20A.

A técnica analitica envolvera procedimentos de extracao do principio ativo presentes
em plasma, limpeza das impurezas com solventes organicos, concentracdo do
principio ativo e analise em HPLC-PDA.

As condigcbes cromatograficas serdo validadas, baseando-se nas que seguem:
coluna: C18 (10 cm x 4,6 mm), Fase Movel: Agua/Acetonitrila (65:35%, V/v); sob
fluxo de 0,7 ml/min, padréao Interno: cetoconazol, com deteccdo em detector UV A =
210 nm, forno de coluna a 50C o que aumentara a sensibilidade e a seletividade da
técnica analitica, conforme preconizado por OUYANGET et al, 2003 e HERMANNET
et al, 2002.

Dados sobre a performance analitica (linearidade, resolucéo, recuperacao, limite de
guantificacdo e deteccdo, reprodutibilidade, sensibilidade e seletividade) seréo
estabelecidos através de processo de validacdo a ser realizado no Laboratorio de
Andlises Toxicologicas—NEPET-UFG, obedecendo as normas estabelecidas pela

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) a partir da Resolucao 899/2003.

4. Resultados :

Inicialmente foram testadas diferentes concentracfes de fase movel para obtencéo
de um tempo de retencdo para uma analise que nos permita realizar um ensaio para
resultados num mesmo dia. Com a proporc¢éo de Agua:Acetonitrila (65:35) temos um
tempo de retencdo de aproximadamente 4,32 minutos para a ciclosporina A (Csa) e
2,21 minutos para o padrdo interno. Estdo sendo testadas técnicas de extracao
daciclosporina, para melhorarmos a recupercdo do padrdo interno a validarmos a

técnica.
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Figura 01: Csa 400ng/ml e IS 10000ng/ml )
Temperatura do forno de coluna 50°C, FM (fase movel) Agua:Acetonitrila (65:35). TR Csa: 4,324,
Area Csa: 136441 TR IS: 2,0219 Area IS: 471725, fluxo de 0,7ml/min, coluna 10x4,6mn.
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Figura 02: IS 50mcg/ml. Temperatura do forno de coluna 70°C, FM (fase movél)
Agua:Acetonitrila:Metanol (40:40:20). TR IS(cetoconazol): 1,742min, fluxo de 1,0ml/min,coluna
10x4,6mn.
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Figura 03: Csa 10000ng/ml Temperatura do forno de coluna 50°C, FM (fase movél) Agua:Acetonitrila
(55:45). TR Csa: 5.018min; fluxo de 0,7ml/min, coluna 10x4,6mn.
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Figura 04: Csa 2000ng/ml Temperatura do forno de coluna 50°C, FM (fase movel) Agua:Acetonitrila
(55:45). TR Csa: 4,940; Area Csa: 150146,fluxo de 0,7ml/min, coluna 10x4,6mn.
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Figura 05: Csa 2000ng/ml e 1S 15000ng/ml )
Temperatura do forno de coluna 50°C, FM (fase movél) Agua:Acetonitrila (65:35). TR Csa: 5,346;
TR IS (carbamazepina): 2,0219, fluxo de 0,7ml/min, coluna 10x4,6mn.
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Figura 06: Csa 1000ng/ml e 1S(zolpiden) 3200ng/ml )
Temperatura do forno de coluna 50°C, FM (fase movél) Agua:Acetonitrila (65:35). TR Csa: 5,154;
TR 1S: 1,989, fluxo de 0,7ml/min, coluna 10x4,6mn.



5. Discusséo:

Hermann et al, 2002 relata que as tentativas recentes de ajuste de condi¢Oes
cromatograficas baseada nos dados farmacocinéticos da ciclosporina estédo
relacionados a maiores chances de sucesso de validacdo da tecnica analitica em
detector PDA.A partir de tal conhecimento, poder-se-a tracar um paralelo entre as
concentragbes obtidas e a manifestacdo de sinais e/ou sintomas de reacdes
adversas, bem como buscar explicacbes para problemas relacionados ao
medicamento, e a toxicidade (e.g.: interacdo medicamentosa, qualidade da adesao
ao tratamento (ndo-adesdo, adesdo parcial, adesdo completa), dose inadequada,
gualidade do medicamento, erros de prescrigéo).

O conhecimento tedrico e pratico obtido, assim, estabelecerd parametros confiaveis
para executar intervencdes para promover a farmacoterapia racional e melhorar a

gualidade de vida dos pacientes.

6. Referéncias Bibliograficas:

B. VOLLENBROEKER, J.-H. KOCH, M. FOBKER, B. SUWELACK, H. HOHAGE,
AND U. MULLERDetermination of Cyclosporine and Its Metabolites in Blood
viaHPLC-MS and Correlation to Clinically Important Parameters.Transplantation
Proceedings, v. 37, 2005. p. 1741-1744.

BALDELLI, S.;ZENONI,S.;MERLINI,S.;PERICO,CATANNEO D. Simultaneous
determination of everolimus and cyclosporine concentrations by HPLC with
ultravioleta detection.Clinica Chimica Acta, v.364,2006. p.354-358.

BRASIL. ANVISA. Resolucdo RE n° 899, de 29 de maio de 2003. Dispde sobre o
Guia para validacdo de métodos analiticos e bioanaliticos. Diario Oficial [da]
Republica Federativa do Brasil, Brasilia, DF, 02 jun. 2003. Disponivel em: <http://

www.anvisa.gov.br/legis/resol/2003/re/899 03re.htm>. Acesso em: 22 abr. 2009.

CATTANEO D., ZENONI S., MURGIA S., MERLINI S., BALDELLI S., PERICO N.,
GOTTI E., (...), REMUZZI G.Comparison of different cyclosporine immunoassays to
monitorCO and C2 blood levels from kidney transplant recipients:Not simply
overestimation.ClinicaChimicaActa, v.355 (1-2), 2005. p. 153-164.

HALLWORTH, M. & CAPPS, N. - Therapeutic drug monitoring, Clinical
Biochemistry in Medicine, ACB Venture Publications, London, 1993.


http://www.anvisa.gov.br/legis/resol/2003/re/899_03re.htm
http://www.scopus.com/search/submit/author.url?author=Cattaneo+D.&origin=resultslist&authorId=7003782545
http://www.scopus.com/search/submit/author.url?author=Zenoni+S.&origin=resultslist&authorId=8559376100
http://www.scopus.com/search/submit/author.url?author=Murgia+S.&origin=resultslist&authorId=8559376300
http://www.scopus.com/search/submit/author.url?author=Merlini+S.&origin=resultslist&authorId=8559376500
http://www.scopus.com/search/submit/author.url?author=Baldelli+S.&origin=resultslist&authorId=14919151800
http://www.scopus.com/search/submit/author.url?author=Perico+N.&origin=resultslist&authorId=7004437015
http://www.scopus.com/search/submit/author.url?author=Gotti+E.&origin=resultslist&authorId=7003824239
http://www.scopus.com/search/submit/author.url?author=Remuzzi+G.&origin=resultslist&authorId=7202237738

HERMANN, M. ; CHRISTENSEN, H. ; REUBSEAT, J.L.E., Evalution of essential
paraments in the chromatographic determination of cyclosporine A and metabolites
using a D-optimal desing. Journal of pharmaceutical and Biomedical Analysis,
v.30,2002, p.1263-1276.

OUYANG, J.; BAEYENS, W.R.G.; DUAN, J.; DELANGHE,J. Improvement of
cyclosporine A determination in whole blood by reversed-phase high-performance
liquid chromatography.Biomedical Chromatography, v.17, 2003, p. 404-410.

PESTANA, M. JOSE OSMAR. Anélise de ensaios terapéuticos que convergem para
a individualizagcédo da imunossupressao no transplante renal. Med on line, 2002. p.
1-195.





