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Prezenta inventie se refera la un procedeu de identificare si cuantificare a leflunomidei
din sangele pacientilor, si anume, din serul sau plasma acestora.

Din punct de vedere chimic, leflunomida, utilizata in poliartrita reumatoida, este privita
caun prodrog, datorita biotransformarii complete intr-un metabolit activ, teriflunomida, raspun-
zatoare de activitatea imunosupresoare. in majoritatea studiilor de famacocinetica, se reali-
zeaza dozarea metabolitului in plasma si nu a compusului parinte.

in prezent, metoda cromatografiei de lichide la inalta presiune (HPLC) este folosita
pe scara larga, in analiza cantitativa a medicamentelor, utilizandu-se aria sau inaltimea picului
compusului, ca marime de cuantificare. Metoda HPLC permite, in acelasi timp, identificarea
compusului de testat, prin compararea parametrului timp de retentie (T,) cu cel obtinut pentru
solutia etalon a substantei de testat. Determinarea cantitativa se poate efectua realizand o
serie de probe etalon de concentratii diferite (si astfel o curba de dozare) sau folosind metoda
standardului intern - o substanta de concentratie cunoscuta, care elueaza similar compusului
care trebuie dozat.

WO 01/43738 A1 descrie o metoda de detectare a inhibitorilor sintezei nucleotidelor,
cu putine efecte secundare. in exemplul 2, de la pag. 5, se prezintd o metoda de detectare,
prin HPLC-MS, a nivelului de teriflunomida in plasma sanguing, la sobolan. Ca standard intern,
s-a utilizat un amestec de solutie 0,1 M de NaOH si dietileter. Faza organicé s-a preluat intr-un
amestec de acetonitril si apa 1:1. Faza mobila a constat dintr-un amestec de acetonitril si
solutie de acetat de amoniu 10 mmolar. Pentru analiza, s-a utilizat o coloana Lichrospher C-18
HD. Debitul a fost de 1 ml/min. Detectia s-a realizat prin spectrometrie de masa.

Instalarea tardiva a eficacitatii, incidenta mare a reactiilor adverse precoce si
uniformitatea regimului de dozaj limiteaza rata de mentinere a leflunomidei in tratament.
Aceste date sugereaza necesitatea optimizarii tratamentului cu leflunomida si a individualizarii
terapiei, tindnd cont de diferentele de farmacocinetica intre indivizi. O optiune pentru
optimizarea tratamentului cu leflunomida o reprezinta ajustarea dozei pe baza concentratiei
plasmatice-serice in platou (steady-state) a metabolitului, teriflunomida.

Problema pe care o rezolva inventia consta in stabilirea parametrilor optimi pentru
realizarea acestui scop.

Solutia la problema tehnica a inventiei consta intr-un procedeu de identificare si
cuantificare prin HPLC, cu detectie UV (A = 290 nm), a leflunomidei din plasma umana,
utilizand, ca faza mobila polara, un amestec de acetonitril si solutie 0,3% acid formic in raport
de 70:30.

In lichid cromatografic, utilizarea unei anumite tehnici necesita planificarea atenta

siriguroasa a etapelor, astfel incat acestea sa poata fi reduse la strictul necesar, eliminandu-
se pe céat posibil etapele mari consumatoare de timp, de energie, de reactivi si de materiale
costisitoare. Se impune alegerea judicioasa a coloanelor si a fazelor mobile, a detectorului,
precum si determinarea influentei temperaturii asupra separarii.
In elaborarea metodei HPLC de dozare a teriflunomidei, s-a plecat de la date din literatur3,
care indica utilizarea unor coloane cromatografice cu faza legata C18, frecvent Nucleosil C18,
LiChrospher 100 RP-18, Nova+Pack C18, ODS-C18, Symmetry C18 sau C8. Fazele mobile
recomandate contin, frecvent, acetonitril in amestec cu diverse solutii tampon (fosfat, acetat,
acid formic), cu pH-ul cuprins intre 2,5 si 3, sau in amestec cu metanol si apa.

Lungimea de unda de detectie a fost aleasa avand in vedere rezultatele studiilor prin
spectrofotometrie UV. Acestea au aratat ca spectrul de absorbtie in UV, al teriflunomidei, in
faza mobild, acetonitril si acid formic, prezinta trei maxime de absorbtie: la 220 nm, 260 nm
si 290 nm. Avand in vedere si datele din literatura, s-a stabilit, pentru dozarea HPLC a
teriflunomidei, detectia in UV la lungimea de unda de 290 nm.



RO 128433 B1

in general, in analizele cromatografice si, in particular, in cele cu aplicabilitate pe
probe biologice (care necesita prelucrari anterioare adesea laborioase), un obiectiv in dez-
voltarea metodei il reprezinta minimizarea timpului de analiza. Acest obiectiv se realizeaza
prin alegerea judicioasa a conditiilor experimentale, un rol important avandu-I selectia fazei
stationare.

in acest scop, au fost testate trei tipuri de coloane cromatografice, doua cu faza
stationara C18 (Symmetry, cu particule de 5 ym si Hypersil Gold, cu particule de 5 uym si de
3 um) si una cu faza stationara cu grupe functionale fenil (BDS Hypersil Phenyl, cu particule
de 5 um).

S-a plecat de la faza mobila, descrisa de Schmidt A, si colab., 2003 (acetonitril si
solutie 0,2% acid formic, in raport de 40:60), pe care am modificat-o in ceea ce priveste
proportiile si concentratia acidului formic. Pe baza experimentelor preliminare, s-a evidentiat
ca faza mobila trebuie sa contina o proportie mai mare de solvent nepolar (acetonitril). S-a
verificat si posibilitatea utilizarii unor faze mobile contindnd metanol si acid formic 0,3% sau
metanol, acetonitril $i apa, in diverse proportii, dar in aceste conditii, timpul de retentie al
metabolitului, desi relativ scurt, nu a fost stabil. Prin testari repetate, s-a stabilit compozitia
cantitativa, optima, a fazei mobile; astfel, s-a selectat faza mobila, formata din acetonitril si
acid formic 0,3% in raport de 70:30.

Toate fazele stationare, testate in conditiile de faza mobila, mentionate anterior, au
furnizat rezultate convenabile din punct de vedere al timpului de analiza, timpul de retentie
(T,) al analitului fiind Tn jur de 4 min. Totusi, fazele stationare de tip C18 nu au furnizat picuri
cu simetrie corespunzatoare; in plus, in amestec cu standardul intern, warfarina, desi se
obtine o buna separare a celor doua substante (T, metabolit = 3,12 min i T, standard intern
= 1,55 min), simetria picului este considerabil afectatd de utilizarea acesteia. in cazul
coloanei Hypersil Gold cu particule de 3 um, trebuie lucrat cu debite ale fazei mobile mai mici
(0,5 ml/min). Coloana Hypersil Gold, care contine fazd C18, este consideratad o coloana
rapida, datoritd blocarii totale a grupelor silanolice, reziduale (coloana de tip "totally end-
cap"), avand drept consecinta diminuarea interactiilor; in plus, acest tip de coloana prezinta
avantaje particulare in ceea ce priveste timpul de analiza si eficienta separarii, datorita
incarcaturii mici in carbon (procentul de C18, depus pe unitatea de silice, este mai mic decéat
la alte coloane de tip C18) si suprafetei specifice mari (mesoporii mici, de 80 A, spre
deosebire de majoritatea coloanelor C18, care au mesoporii de 100 A).

Avand in vedere aceste rezultate, am recurs la schimbarea fazei stationare. Astfel,
am selectat o coloana cu faza stationara cu grupe functionale fenil (BDS Hypersil Phenyl),
aceasta furnizand rezultate foarte bune atat din punct de vedere al timpului de retentie
(aproximativ 2,3 min), cat si al simetriei picului. De asemenea, se realizeaza o buna separare
a metabolitului de standardul intern, warfarina.

Metoda elaboratd a fost validata prin parametrii: liniaritate, selectivitate, precizie,
acuratete, limité de detectie si cuantificare.

in continuare, se prezintd un exemplu de realizare a inventiei.

Exemplu. Determinarea leflunomidei din probe de sénge.

a. Reactivi necesari

Reactivi si aparatura:

- solutie de referintd de A77 1726 (teriflunomida) 1 mg/ml, stoc;

- warfarina;

- acetonitril pentru HPLC,;

- acid formic;

- apa bidistilata pentru HPLC;
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- lichid cromatograf model Surveyor Plus, echipat cu urmatoarele module:
- detectortip DAD (diode array detector), cu program specializat pentru deter-
minarea puritatii spectrale a compusilor eluati;
- pompa cuaternara, cu degazor cu vacuum;
- autosampler termostatat;
- compartimentul coloanei prevazut cu termostat;
- baie cu ultrasunete;
- balanta analitica (Ohaus).
b. Efectuarea determinarii
Prepararea solutiilor
1. Faza mobil&: se prepara solutia 0,3% acid formic in apa, pentru HPLC; ambele
componente ale fazei mobile, acetonitrilul si solutia 0,3% acid formic, se supun ultrasonarii,
inainte de utilizare, timp de 5 min.
2. Solutia de referintd de A77 1726 (teriflunomida) stoc: 1 mg/ml (solubilizat in
hidroxid de sodiu 0,1 M si adus la 10 ml cu apa distilata).
3. Solutia de referinta de A77 1726 (teriflunomida) de lucru se obtine prin diluare 1:10
din stoc (100 ng/ml), cu faza mobila, acetonitril si solutie 0,3% acid formic in raport de 70:30;
din aceasta, se realizeaz4 dilutiile pentru curba de calibrare.
4. Solutie warfarina stoc 0,1% in metanol (standard intern).
5. Solutia proba se obtine prin prelucrarea plasmei conform subpunctului Extractia
din plasma.
Extractia din plasméa
Din probele de sange, recoltate pe anticoagulant EDTANa,, se separa plasma, prin
centrifugare la 3000 rpm, timp de 10 min. La 500 ul plasma, se adauga 500 ul acetonitril, se
agitd la vortex 1 min, se lasa in repaus 15 min, la temperatura camerei, apoi se
centrifugheaza 15 min, la 4000 g. Se preleveaza supernatantul, din care se injecteaza 50 pl.
Conditiile experimentale
- coloana cromatografica BDS Hypersil Phenyl, dimensiuni: 250 x 4,6 mm; faza
stationara cu grupe functionale fenil, cu particule de 5 um;
- faza mobila: acetonitril si solutie 0,3% acid formic in raport de 70:30;
- debitul fazei mobile: 1 ml/min;
- temperatura coloanei: 21°C;
- temperatura autosamplerului: 20°C;
- detectie: A= 290 nm;
- timp de analiza: 5 min.
Achizitia si prelucrarea datelor experimentale se realizeaza cu software-ul Chromquest
4.2. al aparatului HPLC; programul permite trasarea curbelor de calibrare, furnizand, de
asemenea, informatii privind parametrii curbei de calibrare.
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Revendicare

Procedeu de identificare si cuantificare a leflunomidei din ser si plasma prin HPLC,
caracterizat prin aceea ca faza mobila polara este compusa dintr-un amestec de acetonitril
si solutie 0,3% de acid formic in raport de 70:30, iar detectia leflunomidei are loc in UV, la
lungimea de unda de 290 nm.

Editare si tehnoredactare computerizatd - OSIM
Tiparit la: Oficiul de Stat pentru Inventii gi Marci
sub comanda nr. 663/2014
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