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RESUMO

O metotrexato (MTX) é um farmaco de elevada toxicidade utilizado em doses
geralmente elevadas, no tratamento de neoplasias. Concentracdes terapéuticas
preservam a eficacia, porém valores acima elevam o risco de intoxicagdo. Assim o
presente trabalho objetivou desenvolver e validar uma técnica analitica em HPLC-
PDA para dosagem do metotrexato em plasma, e monitorar seus niveis plasmaticos
em criangas com LLA. A técnica analitica foi desenvolvida apresentando fase movel
contendo acido acético 0,1%:acetonitrila:metanol em diferentes propor¢gdes durante
a corrida. Utilizamos como parametros de validagao a especificidade, recuperacgao,
limites inferior (LIQ) e superior (LSQ) de quantificagéo, precisdo, exatidao,
estabilidade de longa duracdo, curva de calibracdo e co-validagdo. O material
utilizado na realizagédo desse trabalho foi coletado de pacientes Internados no
Hospital Araujo Jorge (ACCG), totalizando 42 amostras de plasma, provenientes de
7 pacientes, para estabelecimento de parametros farmacocinéticos. Como
resultados obtivemos como condi¢cdes de analise um fluxo de 1,5 mL/min, com
deteccao do metotrexato e da teofilina em 304 e 271 nm respectivamente, em 13
minutos de corrida. A técnica analitica apresentou recuperagcao média de 71%, um
LIQ de 0,1 pg/mL, como precisdao um coeficiente de variagdo médio de 11% para o
LIQ, e maximo de 14,88% para os demais pontos, valor de exatiddo médio de
97,63%, demonstramos a estabilidade do farmaco em plasma humano quando
congelado a -20°C, nao obtendo variagao maior do que 15% na co-validagao. Como

parametros farmacocinéticos obtivemos clearance total médio de 3,03 L/h, constante



de eliminagdo média de 0,2586 h', volume de distribuicido médio de 12,57 L, tempo
médio de meia vida de 2,73 horas, area sob a curva média equivalendo a 626,493
pMgh/mL. Como conclusdo, a técnica analitica mostrou-se bastante eficaz para a
deteccao e quantificacdo do farmaco, e observamos uma grande variabilidade dos
parametros farmacocinéticos, o que comprova a necessidade de se realizar a

monitorag&o terapéutica.

ABSTRACT

Methotrexate (MTX) is a drug with high toxicity, used in high doses for the treatment
of neoplasic diseases. Therapeutic concentrations preserve the effectiveness, but
higher values increases the toxicity risks. The aim of this article was to develop and
validate an analytical method on HPLC-PDA to measure methotrexate plasma levels
on children affected by LLA. The analytical method was performed with a mobile
phase composed by acetic acid 0,1%:methanol:acetonitrile in concentration gradients
during the analysis. The validation parameters were: specificity, relative recovery,
lowest (LLQ) and higher limits of quantification, precision (Intra-assay standard
deviation), accuracy, log time stability, calibration curve and co-validation. Biological
samples were collected from 7 patients hospitalized on Araujo Jorge Hospital
totaling 42 blood samples used to estimate the pharmacokinetic parameters. As
results we obtained a method with a flow-rate of 1.5 mL/min, the methotrexate and
teophyllin detection were observed in 304 and 271 nm respectively, in 13 minutes of
carryover. The relative recovery was about 71%, LLQ about 0,1 pug/MIl. Intra-assay
standard deviation was 11% for LLQ and no more than 14,88% for other
concentrations; the accuracy was 97,63% and the long time stability was confirmed
in human blood with a -20° C freezing. As pharmacokinetic parameters, we estimate
the total clearance (3,03 L/h), constant of elimination (0,2586 h™), a distribution

volume of 12,57 L, half-life time as 2,73 h and median AUC+ (for area under the time



vs concentratrion curve) of 626,493 ugh/mL. As conclusion, the analytical method
proved to be high efficient to detect and to quantify the drug on human blood, and we
observed the high variability of the pharmacokinetic parameters, showing the
importance of realize the therapeutic drug monitoring.



1. INTRODUCAO

A leucemia linféide aguda (LLA) € o tipo mais comum de cancer infantil, e
representa um terco do numero total de neoplasias infantis, sendo que nos Estados
Unidos da América do Norte, a taxa de incidéncia é de cerca de 3,4 casos por
100.000 criangas menores de 15 anos, com pico de incidéncia entre trés e quatro
anos de idade, sendo mais comum em criangas brancas e do sexo masculino
(Pedrosa & Lins, 2002).

E caracterizada por um disturbio maligno de células progenitoras de linhagem
linféide, cuja patogenia encontra-se ainda indefinida, mas sabe-se que envolve
mecanismos de translocagdes cromossOmicas, além de outros tipos de lesbes
genéticas.

Sua classificacdo tem como base os varios niveis de diferenciacao
observados em células-B e células-T sanguineas, sendo que os achados de maior
relevancia terapéutica sdo células-T, células-B maduras e os fendtipos de
precursores de células-B (Ching-Hon Pui et al, 2008).

Os primeiros medicamentos citotéxicos a serem introduzidos na terapia para
leucemias foram os agentes alquilantes, no ano de 1943, sendo a aminopterina o
primeiro agente efetivo a ser empregado no tratamento da LLA. A década de 50
marcou a introdugéo de duas novas classes de farmacos no tratamento da LLA: os
corticosteroides e as antipurinas. Posteriormente, na década de 60, foi demonstrado
que a vincristina, um alcaldide da vinca, era capaz de produzir remissdo da LLA
(Pedrosa & Lins, 2002).

Um regime de tratamento com quatro medicamentos foi desenvolvido no
inicio dos anos 60, cuja finalidade seria unir os efeitos terapéuticos de cada um, sem
que houvesse o somatorio de seus efeitos tdxicos, além da introdugéo do tratamento
especifico para o sistema nervoso central, na tentativa de evitar a recaida maningea.
Também nessa época foi observada a importancia de se prolongar o tratamento da
LLA por um periodo de dois a trés anos, originando a fase do tratamento conhecida
como fase de manutencéo (Pedrosa & Lins, 2002).

Atualmente, o tratamento da LLA sofre algumas alteracdes de protocolo, entre
os hospitais especializados; porém, de forma geral, € um tratamento que se
prolonga de dois a trés anos, apresentando cinco grandes fases bem definidas, que

sdo: inducdo da remissdo, intensificagdo-consolidacdo, reinducdo, prevencao da



leucemia no sistema nervoso central (SNC) e continuagcdo ou manutencdo da
remissdo. Na fase de indugdo, cujo efeito esperado € a erradicagdo das células
malignas, geralmente utiliza-se trés a quatro medicamentos, dentre eles a
vincristina, os corticosterdides, a L-asparaginase e a daunoblastina. A fase de
intensificagdo-consolidagédo tem como objetivo a erradicacado de células leucémicas
residuais, enquanto que a fase de prevencédo de recaida leucémica no sistema
nervoso central & importante, ja que as células malignas apresentam um tropismo
pelo SNC, e normalmente empregam-se protocolos de quimioterapia intratecal
associada com radioterapia do cranio. Na fase de manutencéo utiliza-se terapia com
doses-padrao de 6-mercaptopurina e metotrexato (MTX) (Pedrosa & Lins, 2002).

Em um intervalo de meio século, grandes avangos foram feitos no tratamento
das leucemias, que evoluiram de doencgas universalmente fatais para uma taxa de
remissao completa que pode chegar a cerca de 98%, apesar de o tratamento ainda
apresentar problemas com relacdo a toxicidade potencial relacionada tanto a
procedimentos empregados, como no caso da radioterapia do cranio, quanto de
medicamentos utilizados na terapia, como no caso do metotrexato (Pedrosa & Lins,
2002).

O metotrexato, devido ao seu baixo indice terapéutico e, portanto, alto
potencial de toxicidade, deve ter administracdo e acompanhamento criteriosos,
necessitando de avaliagdo tanto da eficacia, quanto da tolerancia e toxicidade em
decorréncia de sua utilizagao terapéutica.

Apesar de existir relacdo dose-efeito ou concentracao-efeito bem definida
para este farmaco, algumas situagbes clinicas como nefropatias, cardiopatias e
hepatopatias, bem como grupos especificos de pacientes como pacientes
pediatricos, neonatos, gestantes, idosos, pacientes psiquiatricos, pacientes
submetidos a tratamentos com multiplos medicamentos, pacientes sob uso de
medicamentos indutores e inibidores enzimaticos, fumantes, alcoolistas e,
atualmente, os pacientes imunodeprimidos necessitam, e justificam, um controle
ainda mais rigoroso de suas concentragdes plasmaticas (Evans et al, 1986; Gibaldi,
1984; Young et al, 1989; Winter, 1992; Hallworth & Capps, 1993; Gram, 2001).

Os pacientes que utilizam MTX, em nosso meio, raramente fazem
doseamento plasmatico do mesmo, visando melhorar a farmacoterapia. Desta
forma, o perfil de concentragdes plasmaticas do MTX é desconhecido, sendo que

quaisquer ajustes de doses sao realizados empiricamente, confiando na experiéncia



clinica e em protocolos pré-estabelecidos, desconsiderando as variagdes
interindividuais.

Neste trabalho, destacamos a monitoracéo terapéutica do metotrexato (MTX),
resgatando alguns aspectos farmacologicos e finalizando com o objetivo de
padronizar técnica analitica em HPLC-PDA, e o estabelecimento de parametros
farmacocinéticos para possibilitar o acompanhamento de pacientes sob tratamento.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia € um método analitico que se baseia
na separacéo de compostos através da interacdo desses com um sistema de fases
movel, que esta no estado liquido, e estacionaria, que pode ser liquida ou sdlida,
podendo ser combinadas de varias formas possiveis, para se obter como produto
final uma anédlise em um menor intervalo de tempo, de facil execugdo e que
apresente um alto indice de especificidade e sensibilidade, de acordo com o detector
utilizado (Skoog et al, 2002).

De acordo com suas propriedades quimicas, o MTX presente em varias
amostras bioldgicas (plasma, soro, saliva, urina, fluido cérebro-espinhal, espécimes
de tecidos) pode ser extraido, separado e detectado sob uma variedade de
condigbes cromatograficas, isto €, em diferentes fases estacionarias, sob uma larga
escolha de fases moveis (acida ou neutra, empregando ion-par ou cromatografia
micelar) seguido de varias técnicas de detecgdo como: UV-Vis, espectrofotometria,
pré- ou pos-coluna de oxidacéo e fluorimetria, eletroquimica, espectrofotometria de
massas e outras (Rubino, 2001).

A grande maioria dos trabalhos publicados cita a utilizagdo do detector de UV-
espectrofotometria na regiao do visivel, devido as caracteristicas da molécula do
metotrexato, que apresenta um grupamento pterina heteroaromatico cromoforo, e
possui absorbancia maxima dependente do pH da fase mével empregada na
analise, que de forma geral pode variar de 303 a 313 nm (Rubino, 2001).

O detector de UV do tipo PDA (photodiode array ou detector de arranjo de
diodos), devido a sua capacidade de promover uma varredura completa em uma
determinada faixa de comprimento de onda (200 a 800 nm), permite assim monitorar
varios comprimentos de onda diferentes, em uma sé corrida cromatografica, além de
possibilitar uma identificacdo precisa de uma substancia qualquer através da analise
de seu espectro de UV, representando um aumento de especificidade (Palmisano, et
al, 1989; Kiffmeyer, et al, 1998).






2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. METOTREXATO
2.1.1. Aspectos fisico-quimicos.

O metotrexato € um analogo do acido félico, quimicamente é um acido
dicarboxilico fraco com valor de pKa de 4,8 a 5,5 e PM de 454 D. A solubilidade em
agua é pH dependente, variando de 0,9 mM em pH 5 a 20 mM em pH 7. A molécula
(Figura 1) é constituida por uma porcéo heterociclica (um anel pteridinico 2-4
diamino substituido) ligada a uma por¢cédo aminobenzoila que, através de uma

ligacdo amida, liga-se a uma unidade de acido glutdmico (porgéo dicarboxilica).

Figura 1.
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Porgéo Heterociclica Porgdo Aminobenzoila Unidade de Ac.Glutamico

2.1.2. Farmacodinamica

O metotrexato, em pH fisiolégico, esta predominantemente na forma
ionizada, portanto, somente apds atingir altas concentracdes plasmaticas é que se
torna capaz de atravessar barreiras lipidicas, tais como hematoencefalica, hemato-
testicular e hemato-ocular.

O metotrexato é classificado como antagonista do folato. Os folatos carreiam
grupos de 1 atomo de carbono necessarios para a sintese de purina e acido
timidilico, imprescindiveis para a sintese de DNA e para a divisdo celular. Quando

adentram nas células, os folatos sdo reduzidos a tetraidrofolatos pela diidrofolato-



redutase (DHFR) e metabolizado a derivados poliglutamatos. Tais metabdlitos sao
retidos pelas células e sdo capazes de transferir eficientemente o atomo de carbono
para a sintese de purina.

Em concentragbes menores que 5 x 10® M, o MTX entra na célula
ativamente, sendo que em concentragbes maiores, acumula passivamente no meio
intracelular. O MTX compete com o diidrofolato pela ligagdo reversivel a diidrofolato-
redutase, bloqueando sua atividade impedindo e/ou diminuindo a sintese de RNA e

DNA. Adicionalmente, a conversdo de aminoacidos é bloqueada, inibindo a sintese
protéica. O bloqueio completo da DHFR ocorre em altas concentracdes de MTX livre

intracelular, induzindo o bloqueio metabdlico e acumulando diidrofolatos (Hallworth &
Capps, 1993; Schumacher, 1995; Hardman & Limbird, 2003).

A reducao da concentragao extracelular de MTX promove a dissociagdo MTX-
DHFR para manter o equilibrio. O MTX é metabolizado intracelularmente pela folil
poliglutamato sintetase (FPGS) a derivados poliglutamatos que aumentam de acordo
com o tempo e a exposigcédo a droga, resultando assim em retengao seletiva destes
metabdlitos ativos, que também se ligam a DHFR com afinidade igual ao MTX,
porém tém uma dissociacdo mais lenta e persistem na célula apesar das
concentragcbes extracelulares de MTX. Ha prolongamento da citotoxicidade por
inibicdo da timidilato sintase e outras enzimas envolvidas na sintese de purina
(Hallworth & Capps, 1993; Schumacher, 1995; Hardman & Limbird, 2003).

O MTX tem atividade pronunciada em tecidos que apresentam rapida divisao
celular por mitose (fase S e fase G, quando presente em altas concentragdes). A
citotoxicidade esta relacionada a concentragdo e duragdo da exposicdo a droga,
sendo que tecidos normais s&o mais sensiveis aos efeitos citotoxicos (Hallworth &
Capps, 1993; Hardman & Limbird, 2003).

Quando ha risco de toxicidade pelo MTX, administra-se &acido folinico
(Leucovorin®), um acido fraco de alta solubilidade aquosa que promove a
recuperacao, ou “resgate” da atividade celular, resultando na restauracéo de folatos
reduzidos para a sintese de DNA. O acido folinico interfere em varios niveis
competitivamente para neutralizar a citotoxicidade do MTX (Hallworth & Capps,
1993; Schumacher, 1995; Hardman & Limbird, 2003), incluindo:

e Competicao com o sistema carreador de membrana;

e Entrada na via do poliglutamato, prolongando o resgate intracelular;



¢ Aumento dose-dependente das concentracdes de diidrofolatos intracelulares .

A administracado deve ocorrer dentro de um periodo de até 36 h. Apds 42-44

h, o acido folinico parece ndo mais reverter a citotoxicidade do MTX e de outros

antagonistas do acido félico, sendo que o “resgate” deve continuar até que a

concentragdo de MTX esteja abaixo dos niveis citotéxicos (menor que 5 x 10°M)
(Hallworth & Capps, 1993; Schumacher, 1995; Hardman & Limbird, 2003).

A concentracdo de MTX deve ser quantificada diariamente em pacientes de

alto risco e, para pacientes que recebem 12 g/m?, recomenda-se que o resgate com

acido folinico deve comecar apés 20 h, enquanto aqueles que recebem 1,5 g/m?

devem inicia-lo em 24 h, tendo como base a infusdo completa do MTX.

2.1.3. Farmacocinética.

Absorgao

A absorcdgo do MTX pelo trato gastrintestinal € dependente da dose
administrada. Estudos em animais demonstraram que existe o sistema de
transporte passivo e ativo pelo trato gastrintestinal (TGI), permitindo a variacéo de
absorcéo dependendo das concentragcdes de MTX, que geralmente se encontram
na faixa de 10 "M. A absorgdo oral do MTX é rapida, ndo apresentando variagéo
diurna, com concentrac&o detectavel no soro apés 30 minutos, e apresentando pico
de concentragdo em torno de 1,5 h (Evans et al, 1986; Gibaldi, 1984; Young et al,
1989; Winter, 1992; Hallworth & Capps, 1993; Schumacher, 1995; Gram, 2001).

Triagens clinicas tém demonstrado que a biodisponibilidade oral de MTX, &
variavel e incompleta. Doses menores que 30 mg/m? sdo completamente
absorvidas, enquanto que doses maiores tém biodisponibilidade reduzida de 12 a
77% (dose menor que 30 mg/m? pode chegar a até mais de 80%, enquanto que
para uma dose maior que 30 mg/m?, esse valor pode cair para menos de 25%),
indicando que a diminuigdo na absorgcdo tem, como possivel causa, a saturagao
dos carreadores responsaveis pelo transporte ativo no TGI, além de outros fatores
como alimentagao, particularmente alimentos ricos em gorduras, e administragao
oral de antibidticos nao absorvidos. Por via subcutdnea apresenta uma

biodisponibilidade de 100%, e por via intramuscular apresenta uma variagéo de 75



a 100% (Evans et al, 1986; Gibaldi, 1984; Young et al, 1989; Winter, 1992;
Hallworth & Capps, 1993; Gram, 2001).

Apoés administracdo subcutanea a absorgédo do MTX € completa e comparavel
com a absorg&o por via oral em baixas doses (7,5 mg/m?), apresentando Cmax apos
15 a 30 minutos da administragdo. Quando utilizado na dose de 40 mg/m?, o valor de
concentracdo sérica de MTX é equivalente ao encontrado por via intravenosa,
sofrendo reducédo de aproximadamente 40% desse valor quando administrado por
via oral (Winter, 1992; Schumacher, 1995; Hardman & Limbird, 2003).Apds a
aplicacao intramuscular, a concentracdo de MTX pode ser mensurada 15 min,
atingindo Cmax em aproximadamente 1 h, apresentando biodisponibilidade de 75 a
100%, tanto em criangas quanto em adultos, indicando completa absorcéo e
proporcionando altas e mais sustentaveis concentragbes séricas quando
comparadas com equivalentes doses orais de MTX.

O tempo para atingir a concentracdo maxima (Tmax) também se mostra
dependente da via de administracdo do farmaco, sendo que pela via peroral pode
demorar de 1 a 3 h, enquanto que pela via subcutanea esse intervalo de tempo
diminui para 0,25 a 0,5 h, e pela via intramuscular apresenta variagao de 0,25 a 1,25
h (Winter, 1992; Schumacher, 1995; Hardman & Limbird, 2003).

Distribuicao

Ap6s administracdo intravenosa, o MTX apresenta cinética linear e
rapidamente se distribui para o compartimento extracelular. No estado de equilibrio,
o volume de distribuicédo (Vd) aproxima-se do total de agua do corpo. A meia-vida de
distribuicao (ti. o) € de 0,45 a 2,0 h (Winter, 1992; Schumacher, 1995; Hardman &
Limbird, 2003).

Distribuicéo e retencao dentro de “terceiro espacgo”, tais como efusao pleural e
fluido ascitico foi demonstrada. O MTX acumula-se lentamente nestes liquidos. O
clearance da droga destes locais € mais devagar que o do plasma, resultando em
depdsitos de concentracbes de MTX que podem exceder aquelas mensuradas no
plasma durante a eliminagdo terminal. A baixa eliminagéo por estes fluidos locais
coletados resultam em prolongamento da fase terminal da droga e continua
exposicdo ao MTX, o que resulta em significativa toxicidade (Winter, 1992;
Schumacher, 1995; Hardman & Limbird, 2003).



O MTX que esta ionizado no pH fisiolégico ndo atravessa prontamente a
barreira hemato-encefalica. A transferéncia para o SNC foi demonstrada apés o
aumento da dose e administracao tanto por bolus ou infusdo continua. No estado de
equilibrio plasmatico a relagcdo entre concentragdo plasmatica e liquor é de
aproximadamente 30:1 durante infusdo IV prolongada (Winter, 1992; Schumacher,
1995; Hardman & Limbird, 2003).

O Vd do MTX varia de acordo com a idade, sendo que apresenta valores
médios de 1,1 L/kg (16,4 L/m?) em pacientes pediatricos, podendo variar de 0,5 a 1,0
L/kg em pacientes adultos, podendo chegar a 0,4 L/kg em pacientes obesos (Winter,
1992; Schumacher, 1995; Hardman & Limbird, 2003).

Possui ligagdo a proteinas plasmaticas (%B) da ordem de 50 a 70%. A
concentracao plasmatica terapéutica minima é da ordem de 1,0 uM, enquanto que a
concentragcéo plasmatica considerada toxica & aproximadamente 10 vezes maior do
que a faixa terapéutica minima (10 uM). O 6rgdo mais sensivel a toxicidade induzida
pelo metotrexato € a medula 6ssea, cujas concentragdes toxicas plasmaticas seriam
de 10 uM em 24 h, 1,0 uM em 48 h e 0,1 uM em 72 h (Winter, 1992; Schumacher,
1995; Hardman & Limbird, 2003), valores que funcionam como parametros a ser

atingidos quando da monitoragéo terapéutica do farmaco.

Metabolismo

O MTX tem trés principais metabdlitos: acido 4-amino-4-desoxi-N"-
metilopterdico (DAMPA), 7-hidroximetotrexato (7-OH-MTX) e MTX-poliglutamato. O
DAMPA ¢é formado por bactérias intestinais durante a circulagdo éntero-hepatica,
tendo atividade citotéxica aproximadamente 1/200 vezes menor que o MTX,
promovendo contribuicdo minima para a agao antineoplasica do MTX.

O MTX é oxidado a 7-OH-MTX pelo sistema microssomal hepatico. A
solubilidade aquosa deste metabdlito € muito menor que os demais compostos
parenterais e possivelmente contribui para a toxicidade renal do MTX. O 7-OH-MTX
entra na célula por um sistema carreador de folato, reduzindo a quantidade
intracelular relativa de MTX-poliglutamato e reduzindo a inibicdo de DHFR, ja que O
7-OH-MTX nado tem a mesma afinidade de ligacdo ao DHFR que o MTX. (Winter,
1992; Schumacher, 1995; Hardman & Limbird, 2003).



A farmacocinética do metabolito 7-OH-MTX foi descrita tanto em adulto
quanto em crianga em uma larga escala de doses de MTX. Com doses acima de 5
g/m?, apresentou pico de concentragdo de 7-OH-MTX de 7 a 21uM, quando medido
apos 24 h da administracdo da droga. A concentracédo de 7-OH-MTX tipicamente
excede a concentracdo nos fluidos parenterais no fim da infus&o, com relagao 7-OH-
MTX/MTX de aproximadamente 8:1 nas primeiras 48 h apds a infusdo. O 7-OH-MTX
tem declinio de sua biodisponibilidade demonstrado, com ti,aa e tiop de
aproximadamente 8 e 20 h, respectivamente.

Os mais importantes metabdlitos do MTX sdo os derivados poliglutamiticos.
Estes metabdlitos sdo formados no meio intracelular pela enzima folil poliglutamato
sintetase (FPGS) a qual catalisa a adicdo de 5 residuos de glutamato para o
glutamato terminal. Esta adicdo aumenta o tamanho da molécula e, desse modo,
inibe o efluxo da droga para a célula. Estudos in vitro demostraram que a formacao
do MTX-poliglutamato ocorre em fungéo da concentracédo de MTX intracelular livre e
da duracdo da exposicdo. Cadeias longas de poliglutamatos s&o desejaveis porque
elas se ligam ao DHFR com igual ou maior afinidade que o MTX, sendo formadas
somente depois de varias h de exposicdo ao MTX intracelular e pode representar
aproximadamente 90% do MTX intracelular, em até 48 h. Estes metabdlicos sao
retidos no meio intracelular apesar da concentracdo de MTX, desse modo
contribuindo para manter a citotoxicidade susceptivel a célula. Os parametros da
farmacocinética dos derivados do MTX-poliglutamato ainda ndo foram descritos
(Winter, 1992; Schumacher, 1995; Hardman & Limbird, 2003).

Excre¢ao Renal

A primeira via de eliminagdo do MTX €& a excregao renal via filtragao
glomerular e secreg¢ao tubular ativa. Investigagdes clinicas demonstraram que mais
de 90% da dose de MTX tem eliminacdo predominantemente renal dentro das
primeiras 24 h. Pacientes com fungao renal reduzida tém, em funcdo disto, mais
riscos dos efeitos toxicos. Foi demonstrada que a eliminagcdo do MTX e do 7-OH-
MTX é aumentada quando o pH da urina é mantido em torno de 6,5. Precipitagdo de
MTX na urina foi observada quando o pH cai abaixo de 6,5 , e pode representar um
mecanismo para indugdo da toxicidade renal do MTX. Mantendo adequada

hidratac&o e alcalinizagédo urinaria com bicarbonato de sédio oral ou intravenoso, ou



com acetazolamida trildratada, para manter o pH urinario maior que 6,5 provou ter
efeitos preventivos contra toxicidade renal do MTX (Winter, 1992; Schumacher,
1995; Hardman & Limbird, 2003).

De acordo com a terapia de altas doses, a eliminacdo do MTX é bifasica
sendo que a fase P representa a eliminacado renal e a posterior fase monolinear
gama representa a liberagdo da droga dos tecidos profundos. Estudos
demonstraram aumento na variagdo de dez vezes o clearance de MTX na
populagdo. A meia-vida de eliminagao rapida, ti,p, via IV, € de 3 a 5 h, ja que o MTX
apresenta modelo tricompartimental aberto, sendo a ti,y, de 8 a 26 h e representa a
redistribuicdo de tecidos profundos e dos sitios de ag&o. A fase terminal da
eliminacédo tem sido correlacionada com a toxicidade do MTX (Winter, 1992;
Schumacher, 1995; Hardman & Limbird, 2003).

A eliminagéo do MTX via intratecal foi descrita como bifasica, com meia vida
de 45 e 12 a 18 h. O MTX é eliminado do fluido cérebro-espinhal por transporte
ativo. Queda do clearance foi demonstrada em pacientes com leucemia meningea e
em pacientes mais velhos, favorecendo ao aparecimento de manifestacdes toxicas.

A eliminagdo do farmaco presente no “terceiro espaco”, tanto pleural quanto
pelos fluidos asciticos, foi relatada como sendo relativamente mais prolongada que a
eliminacdo do MTX do soro. Um investigador observou uma meia vida de eliminagéo
de 27,3 h para fluido pleural comparada com 9,2 h para plasma (Winter, 1992;
Schumacher, 1995; Hardman & Limbird, 2003).

Um caminho menor de eliminagdo do MTX inclui a secregao biliar com
excregao fecal. Esta rota representa menos de 10% da dose administrada. Embora a
eliminacao renal ndo possa ser considerada clinicamente insignificante para baixas
doses de tratamento, em pacientes que recebem altas doses de terapia com
reducdo do tempo do transito do TGI ou ileo, podem apresentar concentragdes no
TGI com potencial para induzir toxicidade, provocando prolongamento do clearance
e aumento do risco do surgimento de efeitos toxicos.

O uso de hemodialise para remover o MTX encontrou sucesso limitado.
Dialise peritoneal foi comprovadamente ineficiente devido a ionizagdo em pH
fisiolégico. A combinagdo de hemoperfusdo com filtros de carvdo ativado e
hemodialise teve sucesso no emprego da remocédo de MTX em pacientes com

concentragbes plasmaticas maiores que 574 uM, sendo que pacientes que



receberam a combinacdo de hemodialise e hemoperfusdo tiveram diminuicdo da
morbidade, quando este procedimento foi utilizado juntamente com o acido folinico e
terapia oral com carvao ativado para remocgao de MTX (Winter, 1992; Schumacher,
1995; Hardman & Limbird, 2003).

A meia-vida pode ser caracterizada em 3 momentos distintos, como: meia-
vida de distribuicao (tq)a), variando de 0,03 a 0,13 h, ou pode variar de 0,45 a 2,0 h;
meia-vida de eliminacéo rapida (t1)p), que pode variar de 0,9 a 4 h, ou ter valor
estimado em 5,5 h, excecéo feita para pacientes obesos que pode chegar a 9,3 h;
meia-vida de eliminacdo lenta (t12y) na ordem de 5,3 a 15 h, e 11 a 20 h para
pacientes pediatricos e adultos respectivamente (Winter, 1992; Schumacher, 1995;
Hardman & Limbird, 2003).

A constante de eliminagéo foi estimada para pacientes pediatricos, chegando-
se ao valor de 0,578 h™', pouco maior do que o valor para pacientes adultos que foi
de 0,306 h™'. A via de eliminacédo preferencial do metotrexato é a renal, com um
percentual que vai de 44 a 100% do farmaco, na forma inalterada, seguido pela via
hepatica, de 10 a 40%, resultando em um clearance total de aproximadamente 100
mL/min/m? para pacientes pediatricos e 71 mL/min/m? (2,3 mL/min/kg) para
pacientes adultos; no entanto pacientes obesos podem apresentar um clearance
total diminuido, estando em cerca de 1,6 mL/min/kg. (Winter, 1992; Schumacher,
1995; Hardman & Limbird, 2003).

Os dados de concentragédo plasmatica de MTX e as respectivas doses de
acido folinico utilizadas para o resgate dos pacientes de alto risco, de forma

padronizada, pelo St. Jude’s Research Hospital e encontram expostos na Tabela 1.

Tabela 1. Regime de resgate com acido folinico, padronizado pelo St. Jude’s
Research Hospital, para pacientes de alto risco

Concentragcdo de metotrexato Dose de acido folinico
(mM) (mg/m?)
90 -100 1000 3/3 h iv
80 — 90 900 3/3 hiv
70-280 800 3/3 hiiv
60 —70 7003/3hiv
50 — 60 600 3/3 hiv
40 -50 500 3/3 hiiv
30-40 400 3/3 h iv
20-30 3003/3 hiv
15-20 200 3/3 hiv
10-15 150 3/3 hiv
5-10 100 3/3 hiv




2-5 50 6/6 hiv
1-2 256/6 hiiv ou p.o.
0,5-1,0 15 6/6 hiv ou p.o.
0,1-0,5 1512/12 hiiv ou p.o.
0,05-0,1 512/12 h p.o. ou iv
< 0,05 suspender

Ref.: 1. Schumacher, G.E. Therapeutic Drug Monitoring (TDM), Appleton & Lange, p. 684, 1995.

(*) Pacientes de alto risco

12 g/m®> MTX por 6 h Nivel MTX 20° h > 10 uM
Nivel MTX 242 h > 5 uM
Nivel MTX 44° h > 1 uM
Meia-vida eliminagéo > 3,5 h

1,5 g/m? MTX por 24 h Nivel MTX 212 h > 2 uM
Nivel MTX 0,8 h > 0,8 uM




2.1.4. Aspectos Toxicologicos

As reacgdes adversas ao MTX sdo os mais importantes motivos para a
monitoracédo das concentragcdes plasmaticas. Na Tabela 2, distribuem-se as reacdes
adversas ao MTX por sintomatologia, inicio e duragdo dos sintomas, eficiéncia do
resgate com o acido folinico e comentarios sobre caracteristicas particulares de
cada reacao adversa (Winter, 1992; Schumacher, 1995; Hardman & Limbird, 2003).

Os fatores de risco incluem pouca hidratagao, pH acido da urina, desidratacéo
com vémito e diarréia, pouca funcao renal, obstrugéo intestinal e presenca de um
“terceiro espaco” (pleural, efusdo ou ascite), e nem sempre esses efeitos toxicos
estdo relacionados ao antagonismo de folatos, ou s&o reversiveis com a
administragdo do acido folinico (Winter, 1992; Schumacher, 1995; Hardman &
Limbird, 2003).



Tabela 2. Reacbes adversas provocadas pelo metotrexato, distribuidas por
sintomatologia e 6rgaos-alvo (Hardman & Limbird, 2003; Schumacher, 1995).

Tipo de sintomas

Inicio/
Duragao

Leucovorin
é eficiente?

Comentarios

Gastrointestinal
(Nausea, vomito)

1-3d

Nao

A incidéncia pode chegar a 40%.

Evita-se com terapéutica anti-emética.

A desidratagéo devido ao vémito pode
potencializar a toxicidade do MTX.

Diarréia

1-3d

Hidratacdo adequada evita toxicidade por MTX.

Toxicidade dermatoldgica

1-5d

Rashes p6s-administragédo de altas doses de

MTX: erupgdes maculopapulares eritematosas
transitérias moderadas, exacerbagdes de acne, vasculites,
dermatite exfoliativa, reativagdo de queimadura pelo sol e
por radiagéo.

Nefrotoxicidade

1-7d

Manifestagao: aumento de uréia/creatinina e diminuigéo
do clearance do MTX; pode ser resultado de precipitagdo
do MTX ou metabdlitos na urina; é evitada com
alcalinizagéo da urina para manter pH > 6,5 e vigorosa
hidratac&o (3000 mL/m?%dia).

Toxicidade hepatica aguda

1-10d

Elevagdes transitérias nas transaminases; pode
estar associado com hiperbilirrubinemia; o
retorno a niveis basais pode se darem 2
semanas.

Mucosite

3-7d

Sim

Manter boa higiene oral e tratamento de suporte.

Conjuntivite

2-7d

Nao

Queimagao, prurido, “olhos secos”; pode ser
tratado com lubrificantes topicos; etiologia:
MTX insolavel no fluido lacrimal.

Mielossupresséao

7-14 d

Sim

Tratamento de suporte por fatores estimulantes
de colbnias de leucocitos em mielossupressao
prolongada.

Sindrome neurolégica
transitéria

6-20 d

Nao
esclarecido

Rara; pode se manifestar por hemiplegia,
disfungdes da fala, convulsdes, status
epilepticus, paralisia ascendente.

Resolucdo em 1-7 dias.

Administragéo intratecal pode resultar em
meningismos, tremores, cefalalgia, febre.

Leucoencefalopatia cronica

Meses a
anos

Nao
esclarecido

Rara, envolve toxicidade.

Clinicamente, manifesta-se como letargia,
deméncia progressiva, convulsdes,
espasticidade; irradia¢do craniana,
administracéo sistémica e intratecal de MTX e
doses cumulativas de MTX pode aumentar o
risco.

Pode ser fatal.

Alguns medicamentos, quando em associagdo com o MTX, aumentam as

chances de alteragcdo das concentragbes plasmaticas, devido a interferéncia na

cinética do mesmo, especialmente com relacdo a excregédo renal e metabolismo,

estando as mais importantes destacadas na Tabela 3 (Hardman & Limbird, 2003;

Schumacher, 1995).



Tabela 3. Farmacos que afetam a farmacocinética do metotrexato

Agente Mecanismo Interativo Comentarios
Aspirina » Diminuig&o do clearance renal por Pode aumentar a exposi¢céo ao 7-
competicdo com o transporte tubular renal | OH-MTX
(secrecdo tubular ativa).
Probenecida » Diminui a ligagéo protéica do MTX Acidos organicos fracos competem
» Diminui a excregao renal do MTX pelo transporte tubular renal,
resultando em reabsor¢éo do
metotrexato.
Antibi6ticos ndo- » Diminui a secrec¢ao biliar
absorviveis » Diminui a absorg&o oral do MTX em
aproximadamente 35%
» Diminui o metabolismo gastrintestinal
Sulfonamidas » Diminui a ligagéo protéica, resultando em | De modo geral, resulta em um
aumento da fragéo livre o MTX aumento aproximado de 66% na
» Diminui o clearance do MTX livre exposicao sistémica ao MTX
» Possivel toxicidade hematolégica aditiva
AINES (anitiinflamatorios » Diminui o clearance renal por:
nao-esteroidais) a) inibigdo da perfuséo renal mediada por
prostaglandina;
b) competicéo pela secrec¢ao tubular renal;
c) desligamento do MTX das proteinas
plasmaticas.
Penicilinas » Diminuig&o do clearance renal por
competicdo com o transporte tubular renal
(secrecdo tubular ativa).
5-Fluorouracil » Citotoxicidade sinérgica quando
administrada apés o MTX
Cisplatina » Diminui a eliminagéo renal via toxicidade | Tratamento prévio com cisplatina é
renal induzida por cisplatina e danos um fator de risco no
residuais prolongamento da eliminag&o do
MTX
Colestiramina » Aumenta a eliminagéo biliar do MTX Pode ter reduzido significado

clinico, ja que a excrecgao biliar &
uma via de eliminagdo de menor
importancia

Carvao ativado

» Aceleracao da velocidade de
eliminac&o do MTX pela interrupgéo
da circulacdo éntero-hepatica

Pode ser utilizado em combinacao
com hemodialise/hemoperfusao.

2.2. MONITORAGAO TERAPEUTICA DE FARMACOS.

A monitoracéo terapéutica de farmacos, aqui conceituada como sendo todos

os recursos utilizados para melhorar a aderéncia do paciente ao tratamento

medicamentoso, evitar ineficacia e evitar ou diminuir a incidéncia de reacbes

adversas graves, apresentando como ferramentas importantes para sua realizagéo a

determinacdo da concentragcéo plasmatica de farmacos e a medida de variaveis

fisioldgicas e bioquimicas decorrentes de sua agéo (Gram, 2001).

A monitoracdo terapéutica de farmacos (MTF) auxilia ainda na averiguacao

da aderéncia ao tratamento farmacolégico, o que facilita o acompanhamento de



todos os pacientes que necessitam se submeter a tratamentos medicamentosos
cronicos (Young et al, 1989).

Para realizar MTF, é necessario assumir alguns aspectos tedricos como
racionalizacdo farmacoldgica e clinica, documentacao cientifica e implementacgao
pratica, respeitando as bases tedricas e cientificas, 0 que acaba restringindo esse
procedimento a uma pequena fragdo de farmacos disponiveis.

Dentre os critérios indicativos para a necessidade de desenvolver protocolos
de MTF, destacam-se: estreito intervalo terapéutico do farmaco, existéncia de muitas
e significativas variaveis farmacocinéticas na populagéo, quando as consequéncias
de falha terapéutica forem graves, quando concentracbes terapéuticas sédo bem
conhecidas e quando existirem técnicas analiticas disponiveis e de facil aplicacao
(Hallworth & Capps, 1993).

Sendo assim ha, relativamente, poucos farmacos que, efetivamente,
merecem ser submetidos a monitoracao das concentragcbdes plasmaticas, dentre os
quais destacamos alguns farmacos antibiéticos como a amicacina, gentamicina,
tobramicina, vancomicina, cloranfenicol; cardiovasculares como a amiodarona +
DEA, propranolol, sotalol, lidocaina, digoxina, digitoxina, verapamil, quinidina,
procainamida + NAPA, nifedipina; imunossupressores como a ciclosporina A e
antineoplasicos como o metotrexato (Hallworth & Capps, 1993; Gram, 2001).

A teoria de que a concentragdo sanguinea reflete ou prediz a concentracao
tecidual/receptor e os alvos clinicos, requer que consideremos algumas variaveis,
tais como flutuacdo das concentracdes, ligagdo protéica, metabdlitos ativos,
estereosseletividade, etc (Gram, 2001; Deveaux et al, 1997). Geralmente, assume-
se uma razao relativamente constante entre as concentragdes sanguineas e
tecido/receptor, mas a importante fungdo das proteinas transportadoras, com
variabilidade inter e intra-individuo devido ao polimorfismo, indutores e inibidores,
modifica seriamente estas premissas basicas.

A relagao concentragao-efeito é relacionada a grupos de pacientes e indica a
probabilidade de uma dada resposta, seja ela terapéutica ou toxica, a uma dada
concentracéo.

Estudos de dose-efeito e concentracao-efeito de farmacos como metotrexato,
litio e antidepressivos, tém demonstrado que curvas de dose-efeito ou concentragao-
efeito terapéutico e tolerabilidade tém resultado em sobreposicdo, sendo que

estudos de dose-efeito, padrdo no desenvolvimento de novos farmacos,



representam a unica possibilidade de examinar a relagéo entre dose, concentragéo e
efeito de novos farmacos (Gram, 2001).

A utilizagdo da monitoracdo terapéutica das concentracdes de determinado
farmaco com vistas a reduzir a variabilidade da relacao dose-efeito inter e intra-
individuo esta baseada em 3 hipdteses:

o A mensuragdo dos niveis da droga no paciente proporciona uma
oportunidade para o ajuste nas variagdes farmacocinéticas através da
individualizag&o das dosagens;

e A concentracdo sérica da droga é melhor indicador da resposta terapéutica
no paciente do que a dose;

e Existe uma boa correlagdo entre a concentragéo sérica da droga e a resposta
farmacologica.

Considerando-se que na relacao dose-resposta, a fase farmacocinética sofre
maiores variagbes de paciente para paciente, enquanto que a fase farmacodinémica,
apesar de também estar sujeita a um numero de fatores e variagdes individuais, &
considerada bem menos variavel, resultando que a fase farmacocinética, com
certeza, proporciona uma concentragdo bem mais proxima ao resultado final em

relacdo a dose administrada (Schumacher, 1995).

1.2.1. Aplicagdoes da farmacocinética clinica em monitoragado terapéutica de

drogas.

Na relagédo entre dose administrada, variaveis farmacocinéticas, concentragéo
sérica e resposta farmacoldgica, as unicas variaveis passiveis do controle direto pelo
esquema dose-resposta sao: a quantidade da droga administrada e a frequéncia das
administragbes. Estas variaveis podem ser manipuladas para compensarem as
variaveis farmacocinéticas individuais, que escapam ao nosso controle, para a
obtengcdo da concentracdo desejada. Se uma relacéo clara entre o nivel sérico da
droga e a resposta terapéutica for estabelecida, entdo sera razoavel definir uma
terapia baseada nas concentragdes séricas, o que reduziria a influéncia das
variagcbes intra e interindividuais nas respostas farmacocinéticas e
farmacodinémicas.

Selecionar uma concentragcao de equilibrio ideal é frequentemente referido

como a utilizagdo de uma “estratégia de concentracdo alvo. A concentragdo alvo



encontra-se dentro de uma faixa de concentragdes efetivas e seguras, determinadas
para uma populacdo em geral (Evans et al, 1986; Gibaldi, 1984; Young et al, 1989;
Winter, 1992; Hallworth & Capps, 1993; Schumacher, 1995; Gram, 2001).

Desta forma, assume-se que o paciente se comporta como a média dos
membros de uma populagdo com respeito a farmacocinética, nivel sérico e resposta
esperada, e utiliza-se a média dos parametros farmacocinéticos para calcular a dose
necessaria para encontrar a concentracao alvo pretendida. Se ap6s a administracao
do regime de dose até que a concentracédo de equilibrio seja alcangada, o paciente
estiver respondendo apropriadamente e a medida da concentragéo estiver dentro da
faixa terapéutica (concentragdo alvo), nenhum ajuste é necessario. Se, entretanto, o
paciente estiver com sinais de concentragdo subterapéutica ou efeitos toxicos,
devida a farmacocinética e farmacodinamica atipica em relagéo a populacéo, entéao
a Unica alternativa sera manipular as variaveis dose e freqiéncia de administracdes
para trazer a resposta farmacoldgica e terapéutica dentro da faixa aceitavel (Evans
et al, 1986; Gibaldi, 1984; Young et al, 1989; Winter, 1992; Hallworth & Capps, 1993;
Schumacher, 1995; Gram, 2001).

Geralmente, mas nem sempre, uma resposta segura e efetiva &€ conseguida
apos o ajuste do regime de dosagem para trazer a concentragéo sérica para a faixa
de concentragdo alvo. Alguns pacientes entretanto, irdo, seguramente, atingir a
resposta abaixo ou acima da faixa de concentragéo alvo (Evans et al, 1986; Gibaldi,
1984; Young et al, 1989; Winter, 1992; Hallworth & Capps, 1993; Schumacher, 1995;
Gram, 2001).

1.2.2. Conceito de Faixa Terapéutica.

A nocao de faixa terapéutica € mais um conceito probabilistico do que uma
entidade absoluta. Para qualquer droga, existe uma faixa de concentracdes séricas
para as quais a maioria dos pacientes demonstrara uma resposta efetiva com um
minimo de efeitos colaterais e reagbes adversas. Embora a maioria dos pacientes
nao apresente boa resposta abaixo desta faixa, alguns pacientes responderao bem,
da mesma forma que, apesar de a maioria dos pacientes demonstrarem sinais de
varios graus de reacdes tdxicas acima desta faixa, alguns ndo irdo sofrer efeitos
deletérios (Evans et al, 1986; Gibaldi, 1984; Young et al, 1989; Winter, 1992;
Hallworth & Capps, 1993; Schumacher, 1995; Gram, 2001).



Sendo assim, a faixa terapéutica € comumente referida como uma faixa de
concentragbes da droga dentre a qual a probabilidade de uma resposta clinica
desejada é relativamente alta e a probabilidade de uma toxicidade inaceitavel é
relativamente baixa (Evans et al, 1986; Gibaldi, 1984; Young et al, 1989; Winter,
1992; Hallworth & Capps, 1993; Schumacher, 1995; Gram, 2001).

Do ponto de vista de monitoragdo de farmacos (MTF), a utilizagdo da faixa
terapéutica e concentragéo alvo de determinado farmaco terdo significancia, se
estas forem bastante limitadas para o alcance de resultados efetivos e seguros na
populagdo, por apresentarem uma razoavel Vvariabilidade farmacocinética,
justificando-se assim uma terapia utilizando-se regimes padrbes de dosagens
(Evans et al, 1986; Gibaldi, 1984; Young et al, 1989; Winter, 1992; Hallworth &
Capps, 1993; Schumacher, 1995; Gram, 2001).

Portanto, conclui-se que para que um farmaco possa ser submetido ao

processo de MTF, deve apresentar algumas caracteristicas, a saber:

e O farmaco deve possuir um estreito indice terapéutico;

e Haver significativa variabilidade farmacocinética dentro da populacéo;

e As conseqléncias de uma falha terapéutica sejam graves;

e A faixa de concentragao terapéutica deve ser conhecida;

e Pronta disponibilidade de tecnologia de ensaios analiticos para o referido

farmaco.

Outras variaveis importantes seriam os efeitos dos metabdlitos da droga, rotina
de administra¢do, esquema de dosagem, estado fisiol6gico do paciente (Evans et al,
1986; Gibaldi, 1984; Young et al, 1989; Winter, 1992; Hallworth & Capps, 1993;
Schumacher, 1995; Gram, 2001).

2.3. A MONITORAGAO TERAPEUTICA NO TRATAMENTO QUIMIOTERAPICO
COM METOTREXATO.

O tratamento do cancer através da quimioterapia foi introduzido em 1940, e
desde entdo novos e promissores agentes tém sido continuamente desenvolvidos

para utilizagdo isolada ou em numerosas combinacdes (Evans et al, 1986; Gibaldi,



1984; Young et al, 1989; Winter, 1992; Hallworth & Capps, 1993; Schumacher, 1995;
Gram, 2001).

O MTX, dentre as farmacos antineoplasicos disponiveis na quimioterapia, é
utilizado tanto em administracbes orais quanto parenterais, sendo que nas altas
dosagens (acima de 300 mg/m?), por ndo dispor de boa biodisponibilidade oral, é
administrado preferencialmente por infusdo intravenosa, tendo pronta distribuicao
pelos tecidos, seguido de eliminagao trifasica. O MTX sofre metabolizacao
intracelular a 7-hidroximetotrexato (7OH-MTX), acido 2-4 diamino-N"’-metilpterdico
(DAMPA) e seus derivados poliglutamatos que aumentam de acordo com a
concentracdo e o tempo de exposicdo a droga; estes metabdlitos sdo os
responsaveis pelo aumento da toxicidade, principalmente nos tecidos em rapida
divisao celular como a medula 6ssea, TGl e pele.

A suplementacdo de folatos reduzidos, como o acido folinico, reduz a
toxicidade, sendo que a quantidade necessaria a ser administrada esta relacionada
a concentracgao plasmatica de MTX e a sensibilidade do tumor (Eksborg, et al, 1996)

A monitoragao das concentragdes plasmaticas do farmaco é de importancia
para orientacdo na terapia de resgate com acido folinico, a fim de se proteger o
paciente através da otimizacdo das dosagens com minimiza¢ao dos efeitos toxicos,
como também para um aumento da resposta terapéutica. Este propdésito, no entanto,
sofre influéncias como a variabilidade farmacocinética populacional, as interacdes
com outros farmacos e a administracdo em situagdes especiais como: estado de
hidratacéo, deficiéncias organicas (notadamente insuficiéncia renal e hepatica), além
de pacientes obesos e criangas (McCruden et al, 1999; Cociglio et al, 1995).

Outras situagdes nas quais a monitoracdo terapéutica desempenha
importancia destacam-se: a identificacdo prévia de pacientes que apresentam risco
de desenvolverem toxicidade, em especial nas terapias de altas dosagens; avaliagao
da baixa biodisponibilidade; identificacdo de falha terapéutica e aderéncia do
paciente ao tratamento farmacoldgico prescrito.

Dentre os parametros farmacocinéticos importantes na monitoragcéo
terapéutica estdo a concentragéo plasmatica no estado de equilibrio (Css), a area sob
a curva da concentragao vs tempo (ASC) e a meia-vida de eliminacdo (tiz;) do

farmaco.

2.3.1. Fatores importantes na monitoracao terapéutica do metotrexato (MTF)



O metotrexato, dentre as drogas antineoplasicas, apresenta caracteristicas

importantes para sua utilizagdo mediante monitoragao terapéutica:

Variabilidade quanto a disposi¢do da droga (relacdo: Concentragédo local x
Toxicidade x Efeito Terapéutico);

Falta de aplicabilidade quanto ao uso da droga em uma faixa terapéutica ou
“concentragao alvo” para uma populagéo;

Disponibilidade de metodologia analitica simples, precisa para rapidas
quantificacdes do farmaco;

Dados sobre concentragao-tempo devem ser retrospectivamente avaliados
para se determinar a relagao entre exposicéo e efeito.

Terapia comumente utilizada, com dosagem de 1 g/m? ou 20 mg/kg ou mais
de metotrexato, seguido de resgate por acido folinico para sobrepor a
resisténcia do farmaco e aumentar a penetragdo do MTX nos sitios
farmacoldgicos;

Identificagéo prospectiva de fatores de risco ao prolongamento da eliminagao
de MTX..



3. OBJETIVOS

e Validar metodologia analitica em HPLC-PDA para dosagem plasmatica do

metotrexato.

e Monitorar os niveis plasmaticos do metotrexato apds infusdo, para avaliar a
variabilidade na concentracéo plasmatica efetiva da droga segundo o regime

terapéutico estabelecido, em criangas com leucemia linfoblastica aguda.

e Estimar perfil cinético do decaimento plasmatico do metotrexato.



4. MATERIAIS E METODOS

4.1- MATERIAIS

4.1.1 — Padrées de calibragao
Para a preparacdo de solugbes-estoque e solugbes de uso utilizaram-se
metotrexato e teofilina (padrdo interno) fornecidos pela Sigma-Aldrich, com

elevado grau de pureza (= 99.0%).

4.1.2 - Padroes de medicamentos
Apés levantamento nos prontuarios dos pacientes, observou-se que alguns
farmacos eram adminstrados simultaneamente ao metotrexato. Assim, utilizou-se
0os seguintes medicamentos injetaveis para ser adicionados a plasma branco
para a avaliagao de seletividade/especificidade da técnica analitica: acido folinico
(Eurofarma), 6-mercaptopurina (GlaxoSmithKline), dipirona (Eurofarma), cafeina
(NEPET/UFG), ondansetrona (Laboratério Biosintética), dimenidrato (Altana

Pharma) e furosemida (Medley)

4.1.3 - Solventes
Foram utilizados agua ultrapura produzida pelo equipamento Waters Millipore —
Simplicity 185, acetonitrila — Tedia (Grau HPLC) e metanol — Tedia (Grau HPLC).

4.1.4 - Outros Materiais
Adicionalmente, utilizou-se acido acético glacial (PA) — Vetec, hidroxido de sodio
(PA) — Biotec, cartucho de extragdo em fase soélida C-18 — Oasis® Waters e
coluna cromatografica RP 18e (100 - 4,6 mm) - Chromolith® Performance,

contendo particulas de 5pum.

4.1.5 - Sistema de HPLC
O sistema de HPLC (figura 2) foi constituido por: Bomba HPLC Shimadzu — LC -
20AT Prominence, Auto-injetor Shimadzu — SIL - 20A Prominence, Detector PDA
Shimadzu — SPD - M20A Prominence, Desgaseificador Shimadzu — DGU - 20As
Prominence, Forno de Coluna Shimadzu — CTO - 20A Prominence. Médulo
Controlador Shimadzu — CBM - 20A Prominence.



Figura 2: Sistema de HPLC modelo LC-20A Prominence

4.1.6 — Outros equipamentos
Equipamentos acessérios: sonicador — Unique USC 1400, centrifugador
refrigerado — Hettisch Rotina 38R, balangca analitica — Celtac FA2104N,
peagdbmetro — Tecnal Tec-2, vértex — Phoenix AP-56, freezer -20°C — Consul e

refrigerador — Eletrolux.

4.2 - DETERMINAGAO POR HPLC DAS CONCENTRAGOES DE METOTREXATO
EM AMOSTRAS DE PLASMA DE PACIENTES COM LLA.

4.2.1 — Preparo das solugdes padrao

Para se proceder ao desenvolvimento e a validagdo de um método
cromatografico para a detecgdo e quantificacdo do metotrexato em plasma de
pacientes humanos, o primeiro passo foi estabelecer as condi¢des cromatograficas
que se mostrassem mais eficazes, levando em consideragdo as caracteristicas do
farmaco.

Preparou-se uma solugdo padréo inicial de metotrexato na concentragéo de 1
mg/mL, pesando-se 15 mg de padrédo de metotrexato (Sigma-Aldrich), sendo
solubilizado em 15 mL de agua ultrapura, utilizando hidroxido de sodio, em



quantidade minima necessaria para promover a completa dissolucao do metotrexato
na agua, uma vez que o farmaco sé se torna soluvel em meio alcalino (USP, 2007).
Como trabalhos anteriores citam a 8-cloroteofilina como padréao interno para a
analise do metotrexato por HPLC (Aboleneen et al, 1995), adotou-se como padréo
interno a teofilina, o que acabou se tornando critério de exclusdo para pacientes.
Pesou-se 15 mg de padrao de teofilina (Sigma-Aldrich), e solubilizou-se em 15 mL

de uma solugao de metanol (grau HPLC) a 50% em agua ultrapura.

4.2.2 — Preparo das solugdes contendo padrées de medicamentos

As solugbes contendo padrées de medicamentos foram utilizadas para a
verificacdo da especificidade do método cromatografico para a deteccdo e
quantificacdo do metotrexato, visto que os pacientes normalmente apresentam
terapia contendo varios medicamentos administrados em conjunto.

Esses padrbes foram obtidos a partir dos medicamentos mais comumente
utilizados pelos pacientes, na forma de comprimidos ou solu¢do injetavel, com
excecdo da cafeina, doados pelo proprio servico de pediatria do Hospital Araujo
Jorge, de onde foram obtidas solugdes em metanol (grau HPLC) a 50% em agua
ultrapura, com posterior filtragado utilizando-se filtros Millipore contendo poros de 0,22

pMm, estando as solugdes de analise na concentragéo de 10 pg/mL.

4.2.3 — Condigoes cromatograficas

Para se estabelecer as condi¢des cromatograficas ideais de deteccdo e
quantificacao do metotrexato, foram realizados consecutivos testes para determinar
a fase movel ideal, o método de extracdo da amostra, o tempo de corrida, o
comprimento de onda para a detecgédo tanto do metotrexato, quanto do padréo
interno (teofilina).

A coluna cromatografica utilizada foi RP 18 com 10 cm de comprimento (100 -
4,6 mm) - Chromolith® Performance, com um tempo de corrida de 13 minutos, sendo
a fase mével uma solugéo de acido acético a 0,1% em agua ultrapura (pH~3,0)/
metanol (grau HPLC)/acetonitrila (grau HPLC) em diferentes gradientes de
concentracado durante a corrida, de forma que de 0 a 4 minutos, a fase mével era

formada por acido acético 0,1%, metanol e acetonitrila na propor¢édo de 90:8:2,



respectivamente. A partir dos 4 minutos, foi alterada para acido acético 0,1%,
metanol e acetonitrila na propor¢ao de 90:0:10, permanecendo assim até atingir 10
minutos de corrida, quando a proporgcédo inicial de 90:8:2 era restabelecida,
permanecendo assim até os 13 minutos, tempo que marca o fim da corrida
cromatografica.

O fluxo de fase movel utilizado foi de 1,5 mL por minuto, com a coluna em
temperatura ambiente (23 °C). O volume injetado foi de 20 uL, tanto para os padrbes
quanto para as amostras extraidas de pacientes.

O detector utilizado foi o PDA, sendo que o comprimento de onda escolhido
para a detecgdo do metotrexato foi de 304 nm e, para a teofilina, de 271 nm.

Para se obter possiveis candidatos a padrao interno foi realizada uma reviséo
bibliografica, no intuito de encontrar moléculas ja utilizadas para esse fim em outros
trabalhos envolvendo a anadlise cromatografica do metotrexato, sendo que
Aboleneen et al (1995) citaram a utilizacdo da 8-cloroteofilina como padréo interno
para analise cromatografica do metotrexato por HPLC. A partir deste dado, testamos
a 8-cloroteofilina, bem como a Tedfilina, devido a sua semelhanga molecular e a
relativa facilidade de se obter padrbes primarios das duas moléculas.

4.2.4 — Preparo da curva de calibragdo e das amostras

Para se construir as curvas de calibracdo foram feitas diluicbes das solugdes
iniciais (solugéo de padrao primario de metotrexato) obtendo solugdes de 1, 3, 5, 25,
50, 80, 100, 150 e 200 pg/mL de metotrexato em agua ultrapura, tendo sido
adotadas como solucdes de trabalho, sendo que as solugbes de 1, 5, 25, 50, 100 e
200 pg/mL de metotrexato compuseram a curva de calibragdo para a técnica,
enquanto que as solugdes com concentragao de 3, 80 e 150 ug/mL corresponderam
aos controles baixo, médio e alto respectivamente.

A solucao inicial contendo padréo primario de teofilina foi diluida para 47
pMg/mL de teofilina em solugdo de metanol a 50% em agua ultrapura, tendo sido
adotada como solugéo de trabalho.

Para a preparagédo da curva de calibracdo e controles de qualidade utilizou-
se, para cada ponto, 250 yL de plasma humano branco previamente centrifugado,
sendo adicionados 25 uL de padrao interno (solugdo de trabalho contendo teofilina)
e 25 pL de solucéo de trabalho contendo metotrexato, em tubos de ensaio. Além dos

pontos da curva de calibragédo e controles, foi feito uma solugédo com o branco, que



continha 250 pyL de plasma humano branco, sendo adicionados 50 uL de agua
ultrapura, e um contendo apenas padrao interno, constituindo-se de 250 uL de
plasma humano branco, adicionando 25 yL de padréo interno e 25 pL de agua
ultrapura, totalizando 11 concentragcbdes de analise, seguido de homogeneizacdo em
vortex, por 5 s(figura 4).

Posteriormente, procedeu-se ao condicionamento dos cartuchos de extragao
em fase sélida (C-18), com capacidade para 1 mL, utilizando-se protocolo de
condicionamento que consistiu em adicionar metanol a 50%, centrifugacdo a 3000
rom por 3 min e, posteriormente, agua ultrapura, e centrifugagao a 3000 rpm por 3
min.

Transferiu-se os 300 pL das amostras recém preparadas (curva de
calibragéo) para os cartuchos de extragdo em fase sélida, adaptados em um tubo de
ensaio, procedendo nova centrifugacdo a 3000 rpm por 3 min. Desprezou-se o
plasma contido nos tubos em hipoclorito a 0,1%. A seguir procedeu-se eluigdo dos
analitos adicionando-se 400 yL de metanol a 50% em &gua ultrapura no cartucho,
adaptando-o em outro tubo de ensaio limpo. Procedeu-se nova centrifugagéo a 3000
rpm/3 min, coletando-se a solugdo presente no tubo de ensaio e transferindo-a para

um vial de amostra limpo, consistindo na amostra a ser injetada no cromatdgrafo.

4.2.5 — Validagao de Método Cromatografico por HPLC-PDA para a Analise de

Metotrexato em Plasma

Um processo de validagdo de uma técnica cromatografica consiste em uma
série de experimentos comprovando que um determinado método atenda a todas as
exigéncias de aplicagbes analiticas, produzindo resultados confiaveis e com
reprodutibilidade comprovada. Neste trabalho, utilizou-se como referéncia os
critérios de validagdo estabelecidos pela RE 899/2003 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria-ANVISA (BRASIL, 2003)

Para um método ser considerado validado deve apresentar uma série de
parametros como preciséo, exatidao, linearidade, limite de deteccédo e limite de
quantificacao, especificidade, reprodutibilidade, estabilidade e recuperagéo, sendo
que esses parametros devem obedecer a um limite de variagdo dentro de critérios

previamente estabelecidos, os quais sao descritos a seguir.



4.2.5.1- Especificidade

Define-se especificidade como a habilidade de um método bioanalitico em
diferenciar o analito de outros componentes que possam estar presentes nas
amostras a serem analisadas tais como metabdlitos, impurezas (inclusive outros
farmacos), compostos de degradacao ou componentes da matriz.

Para a definicdo da especificidade do método para analise de metotrexato por
HPLC-PDA, foi realizado um estudo de possiveis compostos que pudessem interferir
na analise.

Uma vez que pacientes de quimioterapia fazem uso de varios farmacos
concomitantes, no sentido de minimizar possiveis efeitos colaterais provocados
pelos quimioterapicos foi feito levantamento, através de consulta aos prontuarios
médicos, dos farmacos mais comumente administrados aos pacientes que fariam
parte do estudo, além de substancias que pudessem naturalmente apresentar-se em
concentracbes detectaveis nas amostras dos pacientes como a cafeina, por
exemplo, sendo que esse levantamento serviu como base para montarmos protocolo
de estudo para a especificidade do método.

Entre os farmacos administrados aos pacientes durante o tempo em que as
amostras de plasma foram coletadas encontra-se o acido folinico, a dipirona, a
furosemida, o dimenidrato (Dramin®), a 6-mercaptopurina € a ondansetrona, além
da cafeina, por ser uma molécula facilimente detectavel em plasma humano,

juntamente com uma amostra de plasma branco.

4.2.5.2 — Recuperagao absoluta

A recuperacéo é definida como a eficiéncia de um processo de extracdo do
método analitico, expressa através de uma relagdo percentual entre os valores
observados quando se compara uma amostra branco, acrescida de padrdo, e
submetida ao processo de extracdo, com uma solu¢ao contendo padréo, porém nao

extraida.



Para definir a recuperacao do método, foi realizada analise de 5 amostras em
fase movel (metanol a 50%) para cada solugdo de metotrexato, em concentragéo
conhecida (controle alto, médio e baixo), comparando com 5 amostras de plasma
contaminadas com as mesmas solugdes de concentragdo conhecida, submetidas ao
método de extragdo desenvolvido para a técnica, além de 15 amostras em fase
movel (metanol a 50%) contendo solugéo de teofilina, em concentragdo conhecida
(47 pg/mL), e 15 amostras de plasma contaminadas com a mesma solugéo de

teofilina em concentragéo conhecida, e submetida ao método de extragéo.
4.2.5.3 — Limites inferior e superior de quantificagao

Limites inferior e superior de quantificacdo sao definidos como sendo a menor
e maior concentracdo de um determinado analito, presente em uma amostra
qualquer, que pode ser quantificada, apresentando precisdo e exatidao

consideradas aceitaveis.

O limite inferior de quantificacdo (LIQ) deve apresentar uma relagédo de no
minimo 5:1 em relagéo ao ruido da linha de base, o que significa dizer que o sinal do
LIQ deve ser pelo menos 5 vezes maior do que qualquer ruido presente no tempo de
retencdo do farmaco, levando em consideragdo uma amostra branco, alem de ser

identificavel e quantificavel, com precisdo de 20% e exatidao de 80 a 120%.
4.2.5.4 - Precisao e Exatidao

Precisdo é definida como o grau de repetibilidade entre os resultados de
analises individuais, quando o procedimento € aplicado diversas vezes em uma

mesma amostra homogénea e em idénticas condigdes de ensaio.

A precisdo do método foi avaliada a partir das solugbes de trabalho
preparadas e ja descritas anteriormente, utilizando 3 lotes de amostras recém
extraidas de plasma branco, amostras contendo apenas padréo interno e uma curva
de calibragcéo contendo 6 pontos, todos em duplicata, além de 5 amostras contendo

controle alto, médio e baixo, sendo obtido através da férmula:



DP
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onde, DP = desvio padrédo; DPR = desvio-padrao relativo ao CQ ou coeficiente de

variagao (CV%) relativo ao CQ e CMD = concentragdo média determinada.

A exatiddo é definida como grau de concordancia entre os resultados

encontrados durante a analise e um valor aceito como referéncia.

A exatiddo do método, da mesma forma que a preciséo, foi avaliada a partir
das solugdes de trabalho preparadas e ja descritas anteriormente, utilizando 3 lotes
de amostras extraidas de plasma branco, amostra contendo apenas padrao interno
e uma curva de calibragdo contendo 6 pontos, todos em duplicata, além de 5

amostras contendo controle alto, médio e baixo, sendo obtida através da férmula:

camcanirzila medla sxparin erzal
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4.2.5.5 — Estabilidade de Longa Duragao

O estudo de estabilidade visa determinar se o analito se mantém
quimicamente inalterado em uma determinada matriz, sob condigdes especificas e

intervalos de tempo determinados.

A estabilidade de longa duracdo tem a finalidade de comprovar que o
metotrexato se manteve estavel em plasma humano congelado, em freezer (-20°C),
durante todo o intervalo de tempo que compreendeu a coleta das amostras,

preparagao e analise das mesmas.

Quando foram coletadas as amostras do primeiro paciente, foi congelado
também um lote de plasma branco, contendo os 6 pontos da curva de calibracéo,

juntamente com 5 amostras contendo controle alto e baixo.



Ao término de todas as analises de amostras de pacientes, descongelamos e
analisamos as amostras para estabilidade de longa duragdo, comparando com

amostras recém-preparadas de curva de calibragcédo e controles alto e baixo.
4.2.5.6 — Curva de calibragao

A curva de calibracao representa a relacao existente entre as amostras de um
analito, com concentracdo conhecida, e a resposta do aparelho. E utilizada para
quantificar um determinado farmaco em amostras, considerando-se a mesma matriz

biologica proposta para o estudo.

Segundo as normas da ANVISA, a curva de calibragcao deve apresentar uma
amostra branco (sem a presenca de padrdao interno e analito), uma amostra
contaminada apenas com padréo interno e, no minimo, 6 amostras contendo padrao
interno e analito, este estando em diferentes concentra¢cées conhecidas, podendo
apresentar um desvio de até 20%, em relagéo a concentragdo nominal, para o LIQ e
de até 15%, em relagdo a concentragdo nominal, para os demais pontos. No minimo
4 amostras da curva de calibracdo devem obedecer aos critérios anteriores, sendo
que entre elas é obrigatéria a presenca do LIQ e da maior concentracdo a ser
analisada, além de apresentar um coeficiente de correlagao linear igual ou superior a
0,98.

4.2.5.7 - Co-validagao

Para se comprovar a linearidade do método, foram preparadas amostras de
CQA com concentracao igual a 45 ug/mL (3 vezes maior do que a concentracao
nominal, que é de 15 ug/mL). As amostras foram diluidas em metanol 50%, na

proporgao de 1:3, e foram analisadas em 3 lotes, cada um contendo 5 CQA.

4.2.5.8. — Estimativa de parametros de validagdo da coluna cromatografica
(Ciola, 2006)

Para avaliar a qualidade das colunas, bem como a resolug&o entre o pico de
metotrexato e dos candidatos a padrdo interno (teofilina e cloroteofilina), foram
estimados os valores dos parametros Numero de Pratos Teéricos (N) e Resolugéo

(R), conforme as equagbes que seguem.



2
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Sendo wy; = largura do pico a meia-altura (min) e TR = tempo de retengéo (min).

o= 20[(TR,) ~(TR,)]
(W, +17,)

Onde, R = resolugdo (grau de separagédo entre os dois picos); TR = tempo de

retencao (sendo B o farmaco com maior valor de TR); W = largura do pico (A ou B).



43 - ESTIMATIVA DOS PARAMETROS FARMACOCINETICOS DO
METOTREXATO EM PACIENTES COM LLA.

4.3.1 — Pacientes

Participaram do estudo 7 pacientes com idade entre 2 e 12 anos, internados
na ala pediatrica do Hospital Araujo Jorge, Associacdo de Combate ao Cancer em
Goias (ACCG), no municipio de Goiania/GO, apresentando diagnoéstico estabelecido
de leucemia linfoblastica aguda (LLA), recebendo tratamento com protocolo
quimioterapico contendo metotrexato, em esquema de dose Unica de 2 g/m? de
superficie corporal, sendo que 10% da dose foi administrada por via intratecal e os
90% restantes foram administrados por via endovenosa, resultando em tempo total
de infusédo de 6 h, seguindo protocolo adotado pelo Servico de Pediatria do hospital.

Todos os pacientes apresentavam, no momento do estudo, fungcéo hepatica e
renal normais, comprovada por exames bioquimicos (transaminases e creatinina) e
anamnese e exame fisico do corpo médico do hospital, tendo sido acompanhados
durante todo o tempo em que estiveram internados para o tratamento com
quimioterapia.

O corpo médico do hospital fez uma triagem inicial dos provaveis pacientes a
ser incluidos no estudo, tendo seus respectivos responsaveis sido instruidos a
respeito da pesquisa, assinando um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido,
elaborado para ser utilizado nessa pesquisa e aprovado pelo Comité de Etica da
ACCG (n° 051/2006) (vide Anexo), sendo que a nao assinatura deste termo
implicaria na ndo inclusdo do paciente. Outros fatores de inclusdo foram a presenca
da patologia clinicamente diagnosticada, ter idade entre 0 e 12 anos, protocolo de
tratamento contendo dose de 2 g/m?. a ndo constatagdo de qualquer um desses pré-
requisitos, ou a utilizagdo de tratamento contendo teofilina, implicaria na exclusédo

do paciente para esse estudo

4.3.2 — Obtencao, processamento e conservacao das amostras coletadas dos

pacientes

O material biolégico de escolha para este estudo foi plasma obtido pela coleta

de sangue venoso, utilizando sistema de coleta de sangue a vacuo (BD-



Vacutainer®), em tubos contendo EDTA (7,2 mg), cedidos pelo NEPET/UFG, com
capacidade de 4 mL. Todas as coletas foram realizadas por profissionais do corpo
de enfermagem do hospital Araujo Jorge, obedecendo a protocolo estabelecido para
a pesquisa. Este consistiu-se de 6 coletas programadas de sangue, sendo a
primeira coleta realizada momentos antes do inicio da infusdo do metotrexato, a
segunda assim que a infusdo do medicamento chegou ao fim, na intencdo de
encontrar o pico maximo de concentragéo plasmatica do farmaco.

Com o intuito de estabelecer o perfil de decaimento da concentragcao
plasmatica vs tempo do metotrexato, foram coletadas amostras de plasma com 24,
48, 72 e 96 h apds o inicio da infusdo do medicamento. Todas as coletas foram
realizadas em locais do corpo diferentes daquele onde havia sido feita a infusdo com
metotrexato.

Apds a coleta, o material biolégico foi acondicionado em embalagem de
isopor contendo resfriamento (gelo) para evitar hemolise, e enviado para o
NEPET/UFG, onde foi imediatamente centrifugado em uma velocidade de 2000 rpm,
durante 7 minutos, evitando hemdlise, obtendo a separagao entre o plasma e os
elementos figurados do sangue. O plasma foi transferido para um tubo de
congelamento e foi estocado em freezer a -20°C, para posterior analise utilizando
HPLC-PDA, enquanto que os elementos figurados do sangue foram desprezados

em solugao de hipoclorito 0,1%, para posterior descarte.
4.3.3 — Estimativa dos parametros farmacocinéticos do metotrexato

Para a estimativa dos parametros farmacocinéticos do metotrexato, foi usado
como base o modelo monocompartimental aberto, tendo sido determinados os
parametros farmacocinéticos, como a area sob a curva de concentragédo vs tempo, o
clearance total (CL+) e o volume de distribuigdo (Vd), meia-vida de eliminagao (t(12)B),
e constante de eliminagao (Ka).

Esses dados foram obtidos apds plotar os valores de coencentragdo vs tempo
em papel semilogaritimico e submetidos a calculos matematicos, utilizando-se para

iSso a seguinte equacgao:

o VdR:K o(I-c")0(e™)



onde C = cocentragdo plasmatica de MTX; Ro = taxa de infusdo em mg/h; Vd = volume de distribuicdo em L; K = constante de eliminagdo em h-1;

ti = tempo de infuséo; t = tempo; e = base do logaritmo neperiano.

Além desses parametros obtivemos também a concentracdo maxima do
farmaco (Cmax), O tempo para que essa concentragdo fosse atingida (Tma), € a
concentragdo minima do farmaco (Cmin), sendo obtidos de forma direta, a partir do
grafico de decaimento construido para o metotrexato.

As figuras 2 e 3 contém fluxogramas esquematizando a parte experimental

desenvolvida para a técnica.
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Figura 3. Fluxograma demonstrativo das etapas para o desenvolvimento e a validagdo da técnica em
HPLC-PDA para dosagem plasmatica de MTX.
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4.4 — ANALISE ESTATISTICA
Foi usada estatistica descritiva para a analise dos dados, sendo expressa na

forma de média, desvio padrdo e coeficiente de variagdo, utilizando software
Microsoft Office Excel 2003.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 — Desenvolvimento da técnica cromatografica por HPLC-PDA para a analise

de metotrexato em plasma.

Para proceder a identificacdo e quantificacdo do metotrexato em plasma
humano, foi preciso efetuar varios testes consecutivos, alternando as condi¢des
cromatograficas, até que obtivéssemos uma condicao considerada ideal para a
analise, levando-se em consideracdo nao apenas a capacidade de detectar o
metotrexato, mas sim de obter uma separacéo considerada étima (Resolugédo maior

que 2,0) entre o analito e o padrao interno escolhido para o método (USP).

Figura 5: Cromatograma referente a analise das solugdes de clorotecfilina (10 pug/mL;tR = 8,8 min) e
metotrexato (10 ug/mL;tR = 10,9 min); A = 275 nm; Fase mével: tampéo acetato de sédio (pH 3,9):ACN
(88:12); fluxo de 1,5 mL/min. Legenda: TR = tempo de retencdo; A = comprimento de onda.
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Figura 6: Cromatograma referente a analise das solugdes de teofilina (10 pg/mL; tR= 5,0 min) e
metotrexato (10 pg/mL; tR= 9,55 min); A = 275 nm; Fase mével: tampdo acetato de sédio (pH
3,9):ACN (88:12); fluxo de 1,5 mL/min. Legenda: tR = tempo de retengéo; A = comprimento de onda.

Apés os testes realizados com a teofilina e com a 8-cloroteofilina, observou-se
que ambas as substancias apresentam um perfil cromatografico favoravel a
utiizacdo como padrdo interno para a analise do metotrexato, com picos
apresentando uma boa simetria, observada segundo a equagéao: As = b/a, sendo Asa
distancia equivalente a 10% da altura do pico; b corresponde a distor¢cao caudal; e a
corresponde a distor¢ao frontal do pico (USP).

Entretanto, a teofilina apresentou uma absor¢do melhor, facilmente
perceptivel ao analisarmos a diferenca de intensidade entre teofilina e 8-
cloroteofilina, o que nos permitiria trabalhar com solu¢des-padrao mais diluidas, sem
que houvesse prejuizo na sensibilidade da técnica. Adicionalmente, observou-se
diferenca de tempos de retengdo maior entre padrdo interno e analito, quando a
teofilina foi utilizada, comparando-se a a 8-clorotecfilina, fato que possibilitaria uma
melhor integracado dos picos, além de melhorar a técnica cromatografica, sem a o
risco de co-eluigdo dos picos do padao interno e analito. Desta forma, a teofilina foi
definida como padréo interno.

A interferéncia apresentada no pico cromatografico do metotrexato na figura
6, foi provavelmente devido ao comprimento de onda nado especifica para o

metotrexato, e a fase movel inadequada para a analise.



Apdés a definicdo do padréo interno, coube definir o tipo de coluna
cromatografica a ser utilizada na analise. Dentre os tipos de colunas cromatograficas
mais empregadas na analise de metotrexato por HPLC, destacam-se as colunas de
fase reversa, havendo também métodos desenvolvidos utilizando colunas
cromatograficas de pareamento i6nico (ion-pairing), ou colunas cromatograficas de
troca ibnica (ion-exchange), sendo que esta ultima se encontra ainda muito pouco
explorada em relagédo as técnicas que envolvem colunas de fase reversa (Rubino,
2001).

Foram testadas 2 colunas cromatograficas diferentes, uma contendo fase
estacionaria do tipo Cs (240 - 4,6 mm), da marca Shimadzu®, e outra com fase
estacionaria Css (100 - 4,6 mm), da marca Chromolith®. Os resultados comparativos

entre as 2 colunas encontram-se representados nas figuras 6 e 7.
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Figura 7: Cromatograma referente a analise das solugdes de teofilina (10 pg/mL; tR= 6,4 min) e
metotrexato (10 pg/mL; tR= 8,15 min); A = 259 nm; Coluna C8; Fase mével: tamp&o acetato de sbddio
(pH 3,9):ACN (88:12); fluxo de 1,5 mL/min. Legenda: tR = tempo de retengdo; . = comprimento de
onda.
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Figura 8: Cromatograma referente a andlise das solugdes de teofilina (10 pg/mL; tR= 4,2 min) e
metotrexato (10 pg/mL; tR= 5,75 min); A = 259 nm; Coluna C18; Fase mdvel: tamp&o acetato de sédio
(pH 3,9):ACN (88:12); fluxo de 1,5 mL/min. Legenda: tR = tempo de retengdo; . = comprimento de
onda.

Observando-se os cromatogramas 7 e 8, conclui-se que a coluna C18
apresentou um perfil cromatografico com menor quantidade de interferentes e
proporcionou um tempo de corrida menor, pelo fato de ser uma coluna de menor
comprimento e particulas mais uniformes, possibilitando um menor tempo de eluicdo
das amostras, fato que se refletiu na diminuicao dos tempos de retencdo dos
compostos na coluna, além de resultar em picos mais homogéneos e simétricos, fato
confirmado através do calculo do numero de pratos tedricos amplamente maior para
a coluna C18 (95,584), em relagdo a coluna C8 (24,865), proporcionando também
uma diferenga de tempo de retencéo entre a teofilina e o metotrexato, com resolugéo
de 9,33, considerada boa para a execugéo de uma analise cromatografica.

Quanto a escolha do tipo de detector para analise de MTX, observou-se em
recente revisao (Rubino, 2001) que existem artigos contendo métodos de deteccao
do metotrexato com detectores ultravioleta (UV/Vis), fluorimetria, eletroquimica e
espectrometria de massa.

A maioria dos trabalhos cita a utilizagdo do detector de UV/Vis, devido as

caracteristicas do metotrexato, que apresenta um grupamento pterina



heteroaromatico cromoforo, e possui absorbdncia maxima dependente do pH da
fase mével empregada na analise, que de forma geral pode variar de 303 a 313 nm
(Rubino, 2001).

O detector escolhido para esse método foi um detector de UV do tipo PDA
(photodiode array; detector de arraste de diodos), devido a sua capacidade de
promover uma varredura completa em uma determinada faixa de comprimento de
onda (200 a 800 nm), permitindo assim monitorar varios comprimentos de onda
diferentes, em uma sé corrida cromatografica.

Através de testes realizados no laboratério, teofilina tem absorgcdo maxima
com comprimento de onda 271 nm, enquanto o metotrexato apresentou absorgéo
maxima no comprimento de onda de 304 nm, dado que corrobora com outros
trabalhos ja publicados (Palmisano, et al, 1989; Kiffmeyer, et al, 1998). Desta forma,
escolheu-se realizar as analises dos cromatogramas nesses dois comprimentos de

onda simultaneamente, recurso disponivel no detector PDA.
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Figura 9: Cromatograma referente a analise das solugdes de teofilina (10 ug/mL; tR= 4,1 min) e

metotrexato (10 pg/mL; tR= 8,3 min); A = 271 nm (vermelho) e 304 nm (preto); Fase movel: acido

aceético 0,1%:metanol:acetonitrila; fluxo de 1,5 mL/min. Legenda: TR = tempo de retencdo; A =
comprimento de onda.



A fase mével utilizada foi definida ap6s sucessivas variagdes de um método
inicial, descrito por Cociglio et al (1995), que utilizava um sistema isocratico formado
por tampéao acetato de sédio 0,025M (pH 3,9) / acetonitrila, na proporcao de 88:12
v/v, com um fluxo de 1,5 mL/min. Ao final dos testes, chegou-se a uma fase mével
formada por acido acético 0,1% (pH~3,0)/metanol/acetonitrila, formando um

gradiente de concentracao entre esses 3 constituintes, com um fluxo de 1,5
mL/minuto.

5.2 — Validagao de Método Cromatografico por HPLC-PDA para a Analise de
Metotrexato em Plasma.

5.2.1- Especificidade

Os perfis cromatograficos obtidos durante a verificacdo da especificidade se
encontram representados pelas figuras 10 a 17.
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Figura 10: Cromatograma referente a analise da solucéo de cafeina (10 pg/mL; tR= 8,0 min); A = 271
nm e 304 nm; Fase movel: acido acético 0,1%:metanol:acetonitrila; fluxo de 1,5 mL/min. Legenda: tR
= tempo de retengéo; A = comprimento de onda.
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Figura 11: Cromatograma referente a analise da solugéo de furosemida (10 pyg/mL); A = 271 nm e

304 nm; Fase movel: acido acético 0,1%:metanol:acetonitrila; fluxo de 1,5 mL/min. Legenda: A =
comprimento de onda.

mAU
304nm,4n$‘n (1.00)
|

0.0 25 5.0 7.5 10.0 min

mAU
1271nm,4nm (1.00)

I I I I I
0.0 25 5.0 7.5 10.0 min

Figura 12: Cromatograma referente a analise da solugéo de ondansetrona (10 ug/mL); A = 271 nme

304 nm; Fase moével: acido acético 0,1%:metanol:acetonitrila; fluxo de 1,5 mL/min. Legenda: A =
comprimento de onda.
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Figura 13: Cromatograma referente a analise da solucéo de dipirona (10 yg/mL); A = 271 nm e 304

nm; Fase mobvel: acido acético 0,1%:metanol:acetonitrila; fluxo de 1,5 mL/min. Legenda: A =
comprimento de onda.
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Figura 14: Cromatograma referente a analise da solugéo de acido folinico (10 yg/mL; tR= 8,8 min); A
= 271 nm e 304 nm; Fase moével: acido acético 0,1%:metanol:acetonitrila; fluxo de 1,5 mL/min.
Legenda: TR = tempo de retengdo; A = comprimento de onda.
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Figura 15: Cromatograma referente a analise da solugdo de dimenidrato (10 pug/mL); A = 271 nm e

304 nm; Fase movel: acido acético 0,1%:metanol:acetonitrila; fluxo de 1,5 mL/min. Legenda: A =
comprimento de onda.
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Figura 16: Cromatograma referente a analise da solugdo de mercaptopurina (10 yg/mL); A = 271 nm

e 304 nm; Fase movel: acido acético 0,1%:metanol:acetonitrila; fluxo de 1,5 mL/min. Legenda: A =
comprimento de onda.
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Figura 17: Cromatograma referente a analise da solugdo de plasma branco; A = 271 nm e 304 nm;
Fase mével: &cido acético 0,1%:metanol:acetonitrila; fluxo de 1,5 mL/min. Legenda: A = comprimento
de onda.

A especificidade foi comprovada através da analise dos perfis cromatograficos
dos possiveis interferentes, obtidos nos mesmos comprimentos de onda onde se
realiza as detecgdes tanto da teofilina quanto do metotrexato.

A constatacdo da inexisténcia de sinais nas regides do cromatograma que
correspondem aos tempos de retencdo da teofilina (tR = 4,205 min; 271 nm) e
metotrexato (tR = 8,326 min; 304 nm) na amostra de plasma branco nos proporciona
a seguranca de afirmar que ndo ha nenhum interferente bioldgico proprio do plasma
que possa interferir na analise do metotrexato.

A cafeina apresentou um leve sinal de detecgdo no tempo de retencdo do
metotrexato, o que poderia abrir precedente para uma hipdtese de co-eluicéo, porém
ao analisarmos a intensidade do sinal e ao compara-la a intensidade de sinal obtida
na analise do LIQ (figura 18), ndés concluimos que este sinal nao interferiria
quantitativamente de forma significante (< 5% de intensidade em relagdo ao LIQ)
nas analises das amostras provenientes de pacientes.

O fato de ndo detectarmos a presengca de sinais nas regides do

cromatograma que correspondem a analise de metotrexato e teofilina em plasma



contaminado com os medicamentos considerados possiveis interferentes nos
permite determinar o método como especifico.

Foi descrito uma reacdo cruzada importante entre metotrexato e seu
metabdlito, o &acido 4-amino-4-desoxi-N'°-metilpterdico (APA), observada em
analises utilizando metodologia imunoenzimatica (Ensaio Emit® Metotrexato, 1996),
fato ndo observado durante a analise por HPLC-PDA, visto que as amostras de
plasma de pacientes que receberam infusdo de metotrexato ndo apresentaram picos
interferentes, nem mesmo quando a concentracao de farmaco se encontrava abaixo

do limite de deteccao.
5.2.2 - Recuperagao
Os resultados comparativos das analises de amostras extraidas e nao

extraidas de metotrexato se encontram representados na tabela 4.

Tabela 4. Recuperagéo do metotrexato, para a técnica desenvolvida em HPLC-PDA.

AMOSTRA CQA CQA: (area cam CQMe CcQB CQBe
(area do pico) do pico) (area do (area do pico) (area do (area do
pico) pico) pico)
1 645870 461663 336299,0 221536,0 10349,0 9193,0
2 538170 256257 291131,0 58368,0 11370,0 9709,0
3 588643 344836 290486,0 217334,0 11223,0 9718,0
4 552573 392951 294950,0 230170,0 11772,0 7753,0
5 531011 420666 305969,0 | 2325150 | 11247,0 9798,0
Média 303767 11192
571253 375275 (£19215,7 191985 (520,268 9234
(xDP) (x47257,15) | (x78942,21) ) (£74950,17) ) (£862,122)
CV (%) 8,27 21,03 6,32 39,04 4,64 9,33
Recup.(%) 66% 63% 83%

Legenda: CQA: Controle de qualidade alto; CQAEg: Controle de qualidade alto extraido; CQM:
Controle de qualidade médio; CQMEe: Controle de qualidade médio extraido; CQB: Controle de
qualidade baixo; CQBE: controle de qualidade baixo extraido; DP: Desvio padrao; CV: Coeficiente de
variacdo; Recup.: Recuperacéo.

A recuperagao absoluta para o metotrexato teve uma média total de 71%
(x 10,78) em relagdo as amostras em fase moével, valor estabelecido como alto
(Chen, et al, 1982; Rubino, 2001), sendo que a teofilina apresentou recuperagéo de
80%.

Os primeiro teste realizado para se definir o método de preparacdo de

amostra foi a extragéo liquida-liquida utilizando metanol, por ser uma metodologia de



facil execucéo e baixo custo, porem n&o apresentou uma recuperacao satisfatoria (<
50%), tendo sido logo descartada.

Trabalhos relatam uma taxa de recuperacao de 40 a 96% com a utilizagao de
método de extracdo por precipitacdo de proteinas (Rubino, 2001), o que nos motivou
a testa-lo, utilizando como precipitante a acetonitrila, obtendo uma recuperacao
melhor do que a extracdo liquida-liquida, mas apresentando problemas de

reprodutibilidade, ja que houve muita variagéo nos valores de recuperagao obtidos.

Varios trabalhos ja publicados sobre analise de metotrexato por HPLC adotam
a extragdo em fase solida como metodologia de preparagdo para amostras
biologicas (Albertione, et al, 1994; Aboleneen, et al, 1995; McCrudden, et al, 1998;
Chladek, et al, 2000; Rubino, 2001), devido ao fato de apresentar valores de
recuperacao que variam entre 70 e 100%, valores que foram obtidos durante a
validacao da técnica, tanto para o metotrexato quanto para a teofilina, corroborando,
portanto com os dados ja descritos na literatura (Albertione, et al, 1994; Aboleneen,
et al, 1995; McCrudden, et al, 1998; Chladek, et al, 2000; Rubino, 2001) sendo,
portanto padronizado para o método, apresentando no entanto a desvantagem de
ser um processo que exige maiores investimentos, para a compra dos cartuchos de

extracédo.
5.2.3 — Limites inferior e superior de quantificagao

Por meio de experimentos realizados, observando os critérios descritos pela
resolugdo 899/2003 da ANVISA, estabelecemos como LIQ a concentragao
correspondente a 0,1 pg/mL de analito em amostra de plasma humano,

representado na figura 17.

Para efeito de construgdo da curva de calibragdo, estabelecemos uma
concentracdo de 20 pg/mL, procedendo, se necessario, um processo de co-
validagdo para as amostras de concentracdo acima desse valor, para garantir a

linearidade do método.
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Figura 18: Cromatograma referente a analise da solugéo de LIQ (0,1 pg/mL; tR=8,60); A = 271 nm e
304 nm; Fase movel: acido aceético 0,1%:metanol:acetonitrila; fluxo de 1,5 mL/min. Legenda: TR=
tempo de retencdo; A = comprimento de onda.
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Figura 19: Cromatograma referente a analise da solugdo de plasma branco; A = 271 nm e 304 nm;

Fase movel: acido acético 0,1%:metanol:acetonitrila; fluxo de 1,5 mL/min. Legenda: A = comprimento
de onda.



5.2.4 - Precisao e Exatidao

Os resultados obtidos para precisao e exatidao estdo representados na tabela 5.

Tabela 5. Valores de precisdo e exatiddo da técnica analitica desenvolvida para o
metotrexato.

Cesp cobtida Cobtida Cobtida Média (iDP) CV2 Exatidao
(vg/mL) | Lote1 | Lote 2 Lote 3 (%) (%)
(ug/mL) | (ug/mL) | (ug/mL)

0,1 0,100 0,100 0,087 0,095(0,007) 7,9 95
0,1 0,117 0,118 0,088 0,107 (x0,015) 14,11 107
CV. (%) | 11,11 11,00 0,80 - - -
0,5 0,500 0,500 0,402 0,467 (x0,0565) 12,11 93,4
0,5 0,472 0,468 0,550 0,496 (+0,046231) 9,32 99,2
CV1 (%) 3,90 4,58 21,84 - - -
2,5 2,484 2,483 2,496 2,487 (£0,007234) 0,29 99,4
2,5 2,664 2,642 2,412 2,572 (x0,139576) 5,42 102,9
CV (%) 4,93 4,37 2,40 - - -
5,0 5,071 5,083 4,762 4,972 (+0,181964) 3,65 99,4
5,0 5,429 5,371 5,491 5,430 (x0,060011) 1,10 108,6
CV (%) 4,81 3,88 10,04 - - -
10,0 10,217 | 10,196 10,284 10,232 (+0,04596) 0,45 102,3
10,0 9,729 9,658 10,380 | 9,922 (+0,397938) 4,01 99,2
CV (%) 3,45 3,82 0,64 - - -
20,0 19,768 | 19,856 20,308 | 19,977(+0,289726) 1,45 99,9
20,0 19,512 | 19,333 19,270 | 19,371(20,125548) | 0,64 96,8
CV (%) 0,91 1,88 3,70 - - -
CQA 14,974 | 14,840 16,920 | 15,578(+£1,164136) | 7,47 103,8
CQA 14,403 | 14,276 15,743 | 14,807(x0,812795) | 5,49 98,7
CQA 14,888 | 15,042 15,471 15,133(20,302116) 1,99 100,9
CQA 10,916 | 10,995 14,708 | 12,206(+2,166867) | 17,75 81,4
CQA 13,525 | 13,665 14,923 14,037 (x0,76991) 5,48 93,6
CV (%) | 12,22 11,89 5,28 - - -
camMm 7,957 8,030 9,018 8,335 (+0,59262) 7,11 104,2
cam 8,143 8,438 7,804 8,128 (+0,317254) 3,90 101,6
cQMm 7,138 7,423 7,365 7,308 (+0,15062) 2,06 91,3
cam 6,996 7,110 9,696 7,934 (x1,527001) | 19,24 99,2
cQmMm 7,055 7,137 9,096 7,762 (x1,155428) | 14,88 97,0
CV (%) 7,32 7,67 11,30 - - -
CcQB 0,278 0,285 0,251 0,271 (x0,017954) 6,62 90,3
cQB 0,247 0,252 0,263 0,254 (x0,008185) 3,22 84,6
caB 0,267 0,290 0,245 0,267 (+0,022502) 8,42 89,0




CQB 0,207 | 0232 | 0,251 | 0,230 (x0,022068) | 9,59 76,6
CQB 0,251 | 0,245 | 0,255 | 0,250 (0,005033) | 2,01 83,3
CV (%) | 10,8 9,61 2,37 ; ; ;

Legenda: CQA: Controle de qualidade alto (15,0 ug/mL); CQM: Controle de qualidade médio (8,0
pg/mL); CQB: Controle de qualidade baixo (3,0 pg/mL); Cesp: Concentragdo esperada; Cobtida:
Concentragdo obtida; Exat.: Exatiddo; DP: Desvio padréo; CV,: Coeficiente de variagao intra-dia; CV:
Coeficiente de variacao inter-dia; pg/mL: micrograma por mililitro.

Rubino (2001) cita em seu artigo de revisdo que trabalhos ja publicados em
literatura citam coeficientes de variagcdo de + 15%, sendo que os menores valores
foram da ordem de 2%, quando se estabelece a precisdo de técnicas analiticas
desenvolvidas para analise de metotrexato, semelhante aos que foram obtidos
durante o processo de validacao dessa técnica (Shah, et al, 1992; Steinborner, et al,
1999).

Aboleneen, et al (1995), durante processo de validacdo de sua técnica
analitica, encontraram um coeficiente de variagdo maximo de 14,4% para controles
contendo baixa concentracdo de metotrexato, ao passo que Chladek, et al (2000)
estabeleceram um coeficiente de variagdo maximo de 8,1%, enquanto Albertioni, et
al (1995) encontraram um coeficiente de variagdo maximo de 7,8% para o

metotrexato.

De acordo com as diretrizes da ANVISA (2003), um coeficiente de variacéo de
até 20%, para os pontos de menor concentragédo (LIQ), e de 15% para os demais
pontos da curva e controles, podendo tolerar até um ponto fora de cada controle, &

considerado aceitavel para se classificar um método analitico como preciso.

Em nosso trabalho descartamos uma analise de CQA cujo coeficiente de
variacao foi de 17,75%, e uma andlise de CQM cujo coeficiente de variagédo de
19,24%.

Grande parte dos trabalhos pesquisados em literatura cita estudos de
exatidao, com variacao de até + 10% do valor nominal da amostra para os controles
mais altos, e de + 14%, para os controles de menor concentragdo (Cociglio, et al,
1995, Aboleneen, et al, 1996, McCrudden, et al, 1999), enquanto Rubino (2001) cita
em seu artigo de revisdo que a média de variagdo da exatidado foi de + 15% para a
maior parte dos trabalhos (Shah, et al, 1992; Steinborner, et al, 1999).




Como critério de aprovagdo de um ensaio biolégico para um determinado
farmaco, a ANVISA admite valores de exatiddao que vao de 85 a 115%, havendo a
possibilidade de se descartar até 1 ponto de analise de cada controle. A amostra de
CQA, que apresentou exatidao de 81,4%, e a amostra de CQB que apresentou
exatidao de 76,6%, foram desconsideradas do estudo, de acordo com normatizacao
publicada pela propria ANVISA (Brasil, 2003).

5.2.5 — Estabilidade de Longa Duragao
Os resultados das amostras controle se encontram representados na tabela 6.

Tabela 6. Valores de estabilidade de longa duragéo para o metotrexato.

Cesp (Mg/ML) Cobtida Cobtida Cobtida Cobtida Cobtida Média | CV:
1 2 3 4 5 (xDP) | (%)
15,0 16,196 15,503 15,859 15,123 15,815 15,699 | 2,58
(+0,405)
15,0 16,045 16,402 16,620 15,267 15,471 15,961 | 3,64
(congelado) (x0,582)
Média 16,120 15,952 16,239 15,195 15,643 - -
(+ DP) (£0,106) | (£0,635) | (+0,538) | (+0,101) | (£0,243)
CV4 (%) 0,65 3,98 3,31 0,66 1,55 - -
3,0 0,250 0,252 0,262 0,255 0,263 0,256 | 1,95
(£0,005)
3,0 0,257 0,259 0,256 0,267 0,260 0,259 1,54
(congelado) (x0,004)
Média 0,253 0,255 0,259 0,261 0,261 - -
(+ DP) (£0,004) | (£0,004) | (+0,004) | (+0,008) | (+0,002)
CVi (%) 1,58 1,57 1,54 3,06 0,76 - -

Legenda: Cesp: Concentracdo esperada; Cobtida: Concentracdo obtida; Exat.: Exatiddo; DP: Desvio
padréo; CVi: Coeficiente de variagéo intra-ensaio; CV,: Coeficiente de variagdo inter-ensaio pg/mL:

micrograma por mililitro.

O metotrexato mostrou-se estavel em plasma humano quando congelado em
temperatura de -20°C durante todo o tempo que compreendeu as analises de
amostras dos pacientes, o que nos leva a deduzir que a droga presente no plasma
dos pacientes também se manteve estavel durante todo o intervalo de tempo entre a

coleta, a preparacéo e a analise das mesmas.

Chladek, et al (2000) ja haviam demonstrado em seu trabalho que o
metotrexato era estavel sob condicbes de congelamento tanto a -80°C quanto a

-20°C, dados que foram confirmados também por nosso estudo.



5.2.6 — Curva de calibragao

A curva de calibracdo obtida para o método continha 6 concentracdes
analisadas em duplicata, tendo descartado 2 analises, perfazendo um total de 10
pontos. A curva de calibracdo do método se encontra representada na figura 20.
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Figura 20. Curva de calibrag&o obtida para a técnica analitica de metotrexato por HPLC

A curva de calibragcdo obtida para a técnica satisfaz todos os critérios
estabelecidos pela ANVISA através da resolugdo 899/2003, obedecendo aos
desvios de 20% para o LIQ e 15% para as demais concentragdes, além de
apresentar um valor de coeficiente de correlagao linear (r) de 0,999, bem superior ao

valor minimo de 0,98, exigido pela legislac&o vigente.
5.2.7 — Co-validagao

Segundo norma técnica da ANVISA, toda vez que um método analitico sofrer
modificagcdes, € necessario que se faga uma adequagdo, ou co-validagdo do
método. Um dos parametros apontados pela ANVISA, e que se torna motivo para se
realizar a co-validacdo, € mudanga relevante da faixa de concentragdo a ser
trabalhada.



O método foi validado utilizando-se uma concentracdo maxima teorica de 20
Mg/mL para a curva de calibragdo, no entanto, ao se analisar as amostras dos
pacientes, observamos que a concentragdo do farmaco nas amostras extrapolava a
concentracado definida para a curva de calibragdo, motivando-nos a realizar um
estudo para comprovar a linearidade do método, para amostras com concentragdes
de farmaco acima da concentragdo maxima definida para a curva de calibracdo. Os

resultados estéo representados na tabela 7.

Tabela 7. Valores obtidos durante a co-validag&o da técnica analitica.

Cesp (MG/ML) Cobtida Cobtida Cobtida Media CV: (%)
Lote 1 Lote 2 Lote 3 (¥ DP)
(ug/mL) (ug/mL) (ug/mL)
CQA (15,0) 14,157 16,045 13,392 14,531 9,40
(x 1,365)
CQA (15,0) 15,183 15,754 14,213 15,05 5,17
(£ 0,779)
CQA (15,0) 16,786 16,196 15,922 16,301 2,70
(£ 0,441)
CQA (15,0) 14,994 14,660 14,132 14,595 2,97
(£ 0,434)
CQA (15,0) 16,662 15,624 16,040 16,108 3,24
(£ 0,522)
Media 15,556 15,655 14,734 - -
(* DP) (£1,134) (x0,601) (£1,178)
CVi (%) 7,29 3,84 7,99 - -

Legenda: CQA: Controle de qualidade alto (15,0 ug/mL); Cesp: Concentragdo esperada;
Cobtida: Concentracao obtida; Exat.: Exatiddo; DP: Desvio padréo; CV: Coeficiente de variagéo intra-

ensaio; CV,: Coeficiente de variagdo inter-ensaio pg/mL: micrograma por mililitro.

As analises das amostras durante a co-validagdo demonstraram n&o haver
variagédo maior do que 15% entre a concentragdo nominal do CQA (15 pyg/mL) e os
valores de concentracdo das amostras diluidas, comprovando que o método
conserva sua linearidade mesmo para amostras altamente concentradas, e que o
processo de diluicdo das amostras poderia ser utilizado sem que houvesse alteragéo

nos valores de concentragao final.

53 - ESTIMATIVA DOS PARAMETROS FARMACOCINETICOS DO

METOTREXATO EM PACIENTES COM LLA.



As amostras dos pacientes foram colhidas de acordo com protocolo
estabelecido em conjunto com a equipe médica do Hospital Araujo Jorge/ACCG, no

municipio de Goiania-GO, conforme especificado anteriormente.

As amostras de pacientes foram todas analisadas em duplicata e aquelas que
apresentaram concentragao maior do que 20 ug/mL foram diluidas e reanalizadas

para confirmacgéo dos valores de concentragao.

Para a realizagdo da estimativa dos parédmetros farmacocinéticos dos
pacientes foram analisados parametros como tempo de meia-vida de eliminagédo
(tur)B); area sob a curva total (ASC,); constante de eliminagéo (K); clearance total
(Cly) e volume de distribuicédo (Vd), que estao representados na tabela 8.

A area sob a curva total foi estimada segundo o método dos trapezoides, feito
a partir das curvas de decaimento, desenhadas para cada paciente, levando-se em
consideragdo as concentragdes plasmaticas encontradas e o intervalo de tempo
necessario para que fossem atingidas tais concentragées. O valor médio obtido para
a area sob a curva neste trabalho equivale a 626,493. Trabalho ja publicado em
literatura cita como valor médio de area sob a curva 3236, valor bastante diferente
do encontrado, porém pode ser explicado devido a dose administrada para os
pacientes, que foi de 5 g/m? (Wall, et al, 2000), enquanto nesse trabalho utilizou-se a
concentragéo de 2 g/m?,

As curvas de decaimento para cada pacientes estdo representadas pela

figura 21.



[Curvas de decaimento do metotrexato]
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Figura 21. Curvas de decaimento do metotrexato, nos entre os tempos 6 € 24 h (N = 7).

Dados presentes em literatura apontam para um tempo de meia vida de
eliminacdo médio variando de 0,9 a 4 h (Hardman & Limbird, 2003, Schumacher,
1995) para pacientes pediatricos, dado confirmado pelo nosso trabalho que
apresentou um tempo de meia vida de eliminagdo médio de 2,73 h, onde o maior
valor correspondeu a 3,4 e o menor valor encontrado foi de 2,25 h.

A concentragdo plasmatica do farmaco imediatamente apdés o término da
infusdo, momento em que foi realizada a primeira coleta, apresentou uma variagéo
de valores bastante consideravel, atingindo uma concentragdo maxima de 133,849
pmol/L para um paciente analisado, enquanto que o menor valor foi de 43,822
pmol/L foi obtido para outro paciente, tendo uma concentragdo média de 86,498
pMmol/L.

Esses dados demonstram que os altos niveis de concentragdo plasmatica
obtidos nesse trabalho foram semelhantes a valores obtidos em outras publicacdes,
estando dentro da faixa de concentragcéo esperada para esse farmaco. (Thompson,
et al, 2006; Piard, et al, 2006; Aumente, et al, 2006).



Tabela 8. Dose e concentragao plasmatica do metotrexato

Paciente DA SC DAj C6h C24h
(mg) (cm?) (mg/cm?) +/- DP +/- DP
(umol/L) (umol/L)
DRCV 1972 1,014 2000 43,822 1,095
(£1,815) (£0,07)
ADS 2127 0,846 1800 57,817 1,106
(£2,645) (£0,063)
ERS 1972 0,507 1000 122,508 1,087
(£1,833)
NMP 2035 0,786 1600 84,854 0,341
(£5,933) (£0,002)
KCRS 1989 0,553 1100 81,544 0,426
(£0,105)
TSC 1935 1,137 2200 81,095 0,836
(£4,427) (£0,068)
MLS 1961 1,224 2400 133,849 1,036
(£1,296) (£ 0,02)
Média 1998,71 0,8667 1728,57 86,498 0,846
(* DP) (+ 64,26) (£0,27)  (£531,39) (£32,246) (£0,330)
Mediana 1972 0,846 1800 81,544 1,036

Legenda: DA: dose administrada; SC: superficie corporal; DA.: dose ajustada; C 6 h: concentragédo
apos 6 h da infusdo; C 24 h: concentracdo apés 24 h da infus&do; DP: desvio padréo.

Tabela 9. Parametros farmacocinéticos estimados para o metotrexato

Paciente | Kel (h")  tu;p(h) vd CLt ASC
(L) (L/h) (ug*h/mL)
DRCV 0,2038 3,40 28,188 5,745 348,133
ADS 0,2200 3,15 17,047 3,750 479,932
ERS 0,2616 2,65 4,757 1,244 803,855
NMP 0,3080 2,25 8,133 2,505 638,683
KCRS 0,2887 2,40 5,954 1,719 639,829
TSC 0,2566 2,70 13,332 3,421 643,046
MLS 0,2717 2,55 10,617 2,884 831,975
Média 0,2586 2,73 12,575 3,038 626,493
(+ DP) (+0,036)  (¢0,409)  (£8,091)  (£1485)  (+169,924)
Mediana 0,2616 2,65 10,617 2,884 639,829




Legenda: Kel: constante de eliminacdo; Vd: Volume de distribuigéo; Cly: clearance total; ASC: area
sob a curva de concentragdo vs tempo; DP: desvio padrao.



Em trabalhos publicados recentemente, observou-se concentracdes
semelhantes, quando comparados os dados de pacientes pediatricos, com idade de 0
a 12 meses, submetidos a um protocolo de tratamento contendo infusdo de 4 g/m?,
durante 24 h, sendo que as maiores concentracdes variaram de 27 a 150 yM para
pacientes de 0 a 6 meses de idade, enquanto que para pacientes de 7 a 12 meses de
idade as concentragdes variaram de 26 a 140 yM, obtendo concentragbes médias de
74 e 60 uM para as respectivas faixas etarias, valores muito proximos aos encontrados
nesse trabalho (Thompson, et al, 2006; Piard, et al, 2006; Aumente, et al, 2006).

Uma vez que a dose do farmaco utilizada em todos os pacientes foi a mesma
(média de 1998,71 mg), acredita-se que exista um comportamento farmacocinético
bastante variavel para o metotrexato, no entanto defende-se que, por apresentar taxa
de eliminacdo mais rapida em pacientes pediatricos, fato que pode ser observado ao
analisarmos o clearance, sugere a utilizacdo segura em altas doses, no sentido de
aumentar os efeitos benéficos em pacientes leucémicos, sem que haja elevacédo dos
riscos de desenvolvimento de toxicidade associada ao uso do farmaco (Aumente, et al,
2006).

A concentracéo baixa de farmaco apos 24 h do inicio da infusdo confirma que o
farmaco foi rapidamente eliminado, obtendo um valor de concentragdo médio de 0,846
pmol/L, ndo sendo detectado farmaco em nenhuma das analises correspondentes as
demais coletas (48, 72 e 96 h), o que indica um risco inexistente de toxicidade tardia
relacionado ao uso do metotrexato nesses pacientes, além de indicar que o processo
de resgate utilizando-se o acido folinico, iniciado apds 24 h do inicio da infuséo, foi
bastante eficiente, demonstrando que o protocolo adotado pela equipe médica do
hospital possibilita a utilizacdo do farmaco em altas doses para o tratamento de
pacientes com LLA, sem a exacerbacao dos efeitos toxicos associados a utilizagdo da
medicagéo, como ja citado em outros trabalhos da literatura (Aumente, et al, 2006).

O valor do clearance total neste trabalho foi estimado a partir dos valores de
area sob a curva total (ASCy), obtendo-se um valor médio de 3,038 L/h, sendo que o
valor maximo obtido por essa estimativa foi de 5,745 L/h para um paciente, o que esta
de acordo com trabalhos descritos em literatura, que apontam um clearance total
médio de 5,29 L/h segundo um modelo base populacional para parametros
farmacocinéticos. No mesmo trabalho, os autores citam a existéncia de uma faixa de

valores que vai de 3,5 a 7,1L/h, sendo que valores menores de clearance poderiam



estar associados a utilizagdo do metotrexato em doses mais altas (Aumente, et al,
2006).

Dados indicam ainda que pacientes mais novos possuem uma maior capacidade
de eliminagdo do que pacientes mais velhos, e que o clearance sistémico do
metotrexato diminui em funcdo da idade, podendo alcangar portanto concentragdes
plasmaticas maiores em pacientes com mais idade (Aumente, et al, 2006).

A constante de eliminacdo estimada para os pacientes analisados apresentou
um valor médio de 0,2586 h™', sendo que a faixa de variacdo encontrada foi de 0,2038
a 0,3080 h™'. Autores afirmam que a constante de eliminagdo pode variar de acordo
com a idade dos pacientes, de forma que em pacientes pediatricos pode-se encontrar
um valor médio de 0,578 h™', enquanto que para pacientes adultos, esse valor pode cair
para 0,306 h™, valor semelhante ao obtido durante a estimativa dos pardmetros
farmacocinéticos nesse trabalho (Hardman & Limbird, 2003, Schumacher, 1995).

Piard, et al (2006) citam como valor médio, para a constante de eliminacéo,
0,360 h'. Nesse mesmo trabalho ha a citacdo de outros autores que encontraram
valores de constante de eliminagdo da ordem de 0,410 h™'. Esses dados demonstram a
grande variabilidade existente na farmacocinética do metotrexato, fato ja citado por
outros autores (Piard, et al, 2006; Aumente, et al, 2006).

Outro parametro farmacocinético estimado neste trabalho corresponde ao
volume de distribuig&o, cujo valor médio encontrado foi de 12,575 L, com uma faixa de
variagado que foi de 5,954 a 28,188 L. Outros trabalhos citam, como valores médios
para o volume de distribuicdo, valores que variaram de 8,67 a até 25,7 L, comprovando
mais uma vez a grande variabilidade dos parametros farmacocinéticos que o
metotrexato apresenta, principalmente em uma area bastante delicada, como a
pediatria (Wall, et al, 2000; Aumente, et al, 2006).



6. CONCLUSOES

A método analitico desenvolvido e validado para a analise do metotrexato em
plasma humano mostrou-se bastante eficaz ndo apenas para a detec¢cdo quanto para a
quantificacao do farmaco.

O método caracterizou-se por ser de facil execugdo, demandar pouco tempo
para obtencdo de resultados, o que possibilita sua implantagdo em servicos de
emergéncia de hospitais, além de laboratérios de analises clinicas e toxicoldgicas,
dada a importancia do acompanhamento terapéutico dos pacientes.

A utilizagdo do PDA acoplado ao HPLC permitiu a detec¢ao de dois compostos,
em comprimentos de onda bastante distintos, utilizando-se uma mesma corrida
cromatografica, possibilitando uma reducéo consideravel no numero de inje¢cdes a ser
realizadas, preservando componentes importantes do cromatdégrafo como coluna,
detector, além de possibilitar uma diminuicdo do numero de cartuchos para extracao,
resultando em consideravel diminuicdo de custos, 0 que viabiliza ainda mais sua
utilizagdo como método de rotina para a analise, sem os riscos de reagbes cruzadas
com outros compostos, observadas nas analises por métodos imunolégicos.

Os parametros farmacocinéticos do metotrexato observados nos pacientes do
Hospital Araujo Jorge demonstraram que o protocolo utilizado pelo servico médico do
hospital possibilita um tratamento eficaz, uma vez que as concentragcbes plasmaticas
atinjam niveis considerados téxicos, além de evidenciar que o resgate realizado com o
acido folinico impediu o surgimento de toxicidade tardia nesses pacientes.

Os parametros farmacocinéticos do metotrexato apresentaram uma grande
variabilidade, fato que também pode ser observado em outros trabalhos ja publicados
em literatura, o que confirma a necessidade de se realizar o monitoramento terapéutico

para esse farmaco.
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8. ANEXOS

ANEXO 1: Valores de exames bioquimicos de fungcédo hepatica e renal (transaminases

e creatinina) dos pacientes, no momento de realizacédo do estudo.

Paciente | Transaminase glutamico- Transaminase glutdmico- Creatinina
piravica (TGP) oxalacética (TGO)

DRCV 18 U/L 22 U/L 0,89 mg/dL
ADS 16 U/L 21 U/L 0,87 mg/dL
ERS 22 U/L 31 U/L 0,90 mg/dL
NMP 14 U/L 18 U/L 0,76 mg/dL
KCRS 24 U/L 29 U/L 0,78 mg/dL
TSC 19 U/L 23 U/L 0,81 mg/dL
MLS 21 U/L 27 U/L 0,87 mg/dL
Refel;éncia <29 U/L <36 U/L < 1,0 mg/dL

*Valores de referéncia adequados a pacientes pediatricos; metodologia

empregada:enzimatico colorimétrico.



ANEXO 2: Ficha de monitorizagao terapéutica de farmacos para metotrexato (modelo)

MONITORIZAGAO TERAPEUTICA DE FARMACOS (MTF): metotrexato

Informacgdes do Paciente

Identificagéo Género: [1 Fem. Peso:
Data de nascimento I Masc. |Altura:
Diagnéstico:

Avaliagao clinica:

1 PAS/PAD "1 Pulso
") Temperatura [ Funcéo renal
"1 Fungéo hepatica

Outras consideracgoes:

INFORMAGOES DA AMOSTRA:

Identificacéo da
amostra

Data / horario da | Dose / Posologia Horario da Horario da ultima
coleta / ultima dose refeicéo
Via
administracao

INFORMAGAO SOBRE O MEDICAMENTO

Farmaco a ser
analisado

] Forma farmacéutica Outro(s)
Nome comercial medicamento(s)




Razao para requerimento do MTF (marcar e descrever)

1 Possivel interacéo entre farmacos 1 Mudanca na terapia (e.g.: dose)

1 Regime diario duplicado 1 Estado clinico alterado

1 Suspeita de ineficacia ] Paciente pediatrico

1 Suspeita de reacao adversa/intoxicacao ] Paciente geriatrico

1 Suspeita de falta de aderéncia 0 Uso cronico de alcool
(Quantidade/semana?)

"1 Fumante (Quantos cigarros/dia?) 1 Obeso

1 Subnutrido [ Qutros (favor descrever)




ANEXO 2 (Modelo) — Cont.

MONITORIZAGAO TERAPEUTICA DE FARMACOS (MTF): metotrexato

Avaliagéo Laboratorial

Exame

Resultado

Reacdes Adversas ao MTX

RAM

Grau de causalidade (certeza)

Definida

Possivel

Improvavel

Responsavel pelas informagdes
Nome:

Identificag&o:

Goiania, / /







ANEXO 3
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Estamos solicitando sua autorizagdo, apds ser esclarecido (a) sobre as
informagbes a seguir, quanto a participagdo de seu(sua) filho(a) em uma pesquisa.
Meu nome é Raphael Nunes Leles, sou pesquisador responsavel e minha area de
atuacao € em Ciéncias da Saude (Farmacéutico-Bioquimico).

Apds estar esclarecido (a) e no caso de aceitar a participacao de seu(sua)
filho(a) a fazer parte do estudo, assine ao final deste documento, que estd em duas
vias. Uma delas é sua e a outra é do pesquisador responsavel. Em caso de duvida

sobre a pesquisa, vocé podera entrar em contato com os pesquisadores abaixo. Em

caso de duvidas quanto aos direitos do seu dependente participante da pesquisa, vocé

podera entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da Associacdo de

Combate ao Cancer em Goias (Hospital Araujo Jorge) pelo telefone:

Em caso de recusa seu dependente ndo sera penalizado de forma alguma.

INFORMAGOES SOBRE A PESQUISA

1. Titulo do Projeto: MONITORIZAGAO TERAPEUTICA DO METOTREXATO SOB
ALTAS DOSES, EM PACIENTES PORTADORES DE LEUCEMIA LINFOBLATICA
AGUDA

2. Pesquisador Responsavel pela pesquisa e aplicagdo deste termo de
consentimento:
Farmacéutico-Bioquimico: Raphael Nunes Leles.(Fone: 9160-5179)

3. Pesquisadores participantes:

Prof. Dr. Marize Campos Valadares Bozinis / Telefone: (62) 3209 6044 R. 227 /
81173040

Prof. Dr. Luiz Carlos da Cunha / Telefone: (62) 3209 6044 R. 227/99942586

4. Informagoes gerais
Objetivos da Pesquisa:



» Este estudo envolve a dosagem do medicamento que seu(sua) filho(a) estara
utilizando no tratamento da leucemia linfoblastica aguda, cujo nome é metotrexato,
para saber se 0 mesmo esta alcancando uma quantidade adequada na corrente
sanguinea.

» A pesquisa tem por objetivo estudar os valores da quantidade do medicamento no
sangue e comparar: com valores de referéncia; com a possivel influéncia de outros
medicamentos; com o estado clinico de seu(sua) filho(a) e com os resultados dos
exames laboratoriais do(a) mesmo(a). Em nenhum momento o(a) paciente podera
receber o medicamento sem que o mesmo seja indicado para o tratamento do caso.

» Seu filho(a) sera submetido(a) a coletas de sangue pela veia, utilizaremos para
isto, um catéter previamente inserido na veia do brago (3 coletas de 5 mL de sangue
nas primeiras 24 h; e 1 coleta de sangue as 36, 48, 72 e 96 horas posteriores. A
primeira coleta sera logo antes da tomada da primeira dose do medicamento feita pelo
Médico na via intratecal. As seringas e catéteres sédo estéreis e a coleta sera feita por
pessoal de enfermagem treinado para tal atividade. As coletas nos tempos 48, 72 e 96
h serdo feitas diretamente na veia do brago. Para todas estas coletas, o(a) paciente
permanecera no leito; o brago serd pressionado levemente por um torniquete de
borracha, sendo que no local da puncéao sera feita antissepsia com alcool a 70° GL ou
com alcool iodado (caso nao haja histéria de alergia). A coleta de sangue podera
ocasionar algum desconforto ou lesdo no local da pungdo (como um hematoma),
passageiros e recuperaveis.

= As amostras de sangue serdo encaminhadas para o Laboratério de Analises
Toxicolégicas da UFG para se analisar a quantidade do metotrexato presente no
sangue.

» O periodo de participagédo de seu(sua) dependente é o correspondente as 4
sessdes de infusdo previstas para o tratamento.

= Na eventual hipétese de ocorréncia de danos tecnicamente comprovados,
decorrentes da participagdo de seu(sua) filho(a) na pesquisa, Ihe dara direito a
indenizagéo

= Na oportunidade, cientificamos ao Sr(a) que ha beneficios diretos para o(a)
paciente, na execugéo deste protocolo de estudo (orientagdo farmacéutica, ajuste de
posologia/dose) e que n&o havera pagamento de qualquer remuneragéo para participar
do mesmo.



» Este estudo proporcionara maiores conhecimentos a respeito dos valores médios
atingidos pelo Metotrexato no sangue, em pacientes com o mesmo tipo de doenga que
acomete seu(sua) filho(a), o que podera melhorar a qualidade do atendimento, da
eficacia do tratamento e do melhor momento para a administracdo do medicamento
(Leucovorin) que é utilizado como antidoto para possiveis efeitos colaterais existentes
durante o tratamento.

= A participagdo de seu(sua) filho(a) no estudo ndo implica em alterar a rotina de
retorno do(a) mesmo(a) ao Hospital Araujo Jorge (Associacao de Combate ao Cancer
de Goias).

= O nome de seu(sua) filho(a), enquanto participante deste estudo, estara sob sigilo
absoluto durante todo o periodo da pesquisa e apds a conclusao desta.

= O seu (sua) filho(a) ndo & obrigado/a a continuar participando da pesquisa e pode, a
qualquer momento, sair da mesma, sem que isso leve o/a mesmo(a) a deixar de ser
tratado/a como os/as demais pacientes desta instituicao.

CONSENTIMENTO DA PARTICIPAGAO DA PESSOA COMO SUJEITO

Eu, , portador do
RG n° , CPF n° , responsavel pelo (a)
paciente do Hospital das Clinicas com prontuario n° ,
subscrevo-me abaixo, autorizando, livre e espontaneamente, a participagéo de
meu/minha dependente no estudo com o titulo “MONITORIZACAO TERAPEUTICA
DO METOTREXATO SOB ALTAS DOSES, EM PACIENTES PORTADORES DE
LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA”, como sujeito.

Fui devidamente informado e esclarecido pelos pesquisadores Farm. Paulo
C.M.Freitas /Dr. Luiz Carlos Cunha / Dr. Marize Campos Valadares Bozinis, sobre a
pesquisa, os procedimentos de coletas de sangue nela envolvidos, assim como 0s
possiveis riscos e beneficios decorrentes da participagdo de meu/minha dependente.

Foi-me garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer momento,
sem que isto leve a qualquer penalidade ou interrup¢cdo do acompanhamento,
assisténcia ou tratamento de meu/minha dependente.

Local e data: Goiania, de de

Responsavel:

Nome: Assinatura:




Assinatura Dactiloscoépica:

Pesquisador:

Nome: Assinatura:

Presenciamos a solicitagdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e

aceite do sujeito em participar.

Testemunhas (nao ligadas a equipe de pesquisadores):

Nome: Assinatura:
Nome: Assinatura:
Observagoes

complementares:




