UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL

INSTITUTO DE CIENCIAS BASICAS DA SAUDE

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS:FARMACOLOGIA E TERPEUTICA

Monitoramento Terapéutico da Ciclosporina em Pacientes Pediatricos
Submetidos a Transplante de Medula Ossea no HCPA por Abordagem

Farmacocinética Populacional (popPK)

Daiane Maria Fonseca de Lima

Porto Alegre

2020



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL

INSTITUTO DE CIENCIAS BASICAS DA SAUDE

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS:FARMACOLOGIA E TERPEUTICA

Monitoramento Terapéutico da Ciclosporina em Pacientes Pediatricos
Submetidos a Transplante de Medula Ossea no HCPA por Abordagem

Farmacocinética Populacional (popPK)

Dissertacdo apresentada ao Instituto de
Ciéncias Basicas da Saude da
Universidade Federal do Rio Grande do
Sul como requisito parcial para a obtengéo
do titulo de Mestre em Farmacologia e
Terapéutica

Orientadora: Profa. Dra. Teresa Dalla Costa

Daiane Maria Fonseca de Lima

Porto Alegre

2020



Dissertacdo apresentada ao Instituto de Ciéncias Basicas da Saude da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul como requisito parcial para a obtencao do titulo de Mestre em
Farmacologia e Terapéutica. Aprovado em 20 de outubro de 2020 pela banca examinadora

constituida por:

Profa. Dra. Francine Johansson Azeredo
Universidade Federal da Bahia

Profa. Dra. Flavia Valladdo Thiesen
Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul

Profa. Dra. Patricia Pereira
Universidade Federal do Rio Grande do Sul

CIP - Catalogagao na Publicacdo

Maria Fonseca de Lima, Daiane

Monitoramento Terapéutico da Ciclosporina em
Pacientes Pedidtricos Submetidos a Transplante de
Medula Ossea no HCPA por Abordagem Farmacocinética
Bopulacional (popPFK) / Daiane Maria Fonseca de Lima.
-= 2020.

69 £,

Orientadora: Teresa Dalla Costa.

Dissertacdo (Mestrado) -- Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Instituto de Ciéncias Basicas da
Salide, Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias
Bioclégicas: Farmacologia e Terapéutica, Porto Alegre,
BR-RS, 2020.

1. Transplante Células Tronco Hematopoiética. 2.
Ciclosporina A. 3. Modelagem farmacocinética
populacional. 4. Monitoramento Terapéutico. 5.
Biodisponibilidade. I. Dalla Costa, Teresa, orient.
IT. Titulo.

Elaborada pelo Sistema de Geragdo Automatica de Ficha Catalografica da UFRGS com os
dados fornecidos pelo(a) autor(a).



AGRADECIMENTOS

Por muito tempo desejei estar nessa etapa, e sinceramente, parecia estar

sempre distante, mas enfim encerro mais um ciclo na minha formagé&o profissional.

Agradeco primeiramente a Deus por me dar forcas para concluir mais uma
etapa importante. Sei da responsabilidade que tenho e pe¢co que sempre consiga

confiar em mim mesma.

Obrigada Prof2 Teresa Dalla Costa, pela orientacéo, por me aceitar de voltaao
grupo, aceitar minhas limitagbes, pelos incansaveis ensinamentos e paciéncia.
Agradeco a Prof? Bibiana pelos ensinamentos, paciéncia ao longo desse trabalho e

por toda disponibilidade do comeco ao fim (mesmo que em outro pais).

Agradeco as PK girls, mesmo que ndo tivéssemos uma convivéncia diaria,
sempre estiveram dispostas a ajudar. A colega de PPGFT, Lizania, por dividir os
conhecimentos e dividas. A Amanda, companheira de congresso e sempre disposta
a contribuir. A Grazi e Vic, parceiras desde os tempos de ICs, obrigada por toda ajuda.
Keli obrigada pela ajuda, desde os ratos de 2017 até os ensinamentos e palavras de
incentivo de hoje. Schai, que veio depois, mas chegou para abrilhantar esse grupo, €
uma pena que o “corona” nos impediu que conviver mais. Karol por ser parceira e por

nos hospedar na sua casa, em Uruguaiana.

Encerro meu ciclo PK, mas serei sempre orgulhosa e grata por ter feito parte

desse grupo.

Obrigada a toda equipe que auxiliou na execucao desse trabalho: Dra. Liane
Daudt, pela parceria e por acreditar na importancia desse projeto. Farmacéutica Joice

Zuckermann, que muito me ajudou e guiou pelo HCPA. A enfermeira Priscila da Silva,



pelas coletas, por me ensinar e auxiliar em diversas questdes com 0s pacientes.
Enfermeira Rita Maria Soares, por entender a necessidade desse trabalho, mesmo
que dificultasse a rotina dos pacientes. A toda equipe de enfermagem e aos médicos

do 5° Sul do HCPA pela ajuda e paciéncia durante todo o tempo em que estive por l4.

As amigas que iniciaram comigo nessa jornada, Chris Krebs e Carol Ferreira,
sem vocés esse caminho seria mais dificil, foi uma honra dividir cada momento dessa

caminhada com vocés.

Agraco as minhas amigas antigas, minhas “Betys” Fernanda e Bruna, obrigada
por estarem sempre comigo, mesmo que distante. Admiro e tenho muito orgulho de
vocés, como pessoa e profissional. Fernanda, teu apoio durante esse periodo foi

essencial, ajudou muito na minha correria diaria, muito obrigada. Amo vocés!

As amigas “diferentonas” que a faculdade me trouxe. Ainda bem que o destino
me fez ser IC da Andressa Braga e da Jaqueline Izolan. Vocés foram minha forca para
ndo desistir. Obrigado por me incluirem em todas as atividades, me considerarem
parte do “time diabetes”, pelos ensinamentos, pelas conversas divertidas que temos

até hoje (mesmo a distancia).

E por ultimo (porque é o mais dificil de escrever), mas nunca menos importante,
agradeco com todas minhas forcas a minha familia. Ndo consigo mensurar em
palavras o quanto vocés sao importantes e 0 quanto me encorajam a concluir essa
etapa, tenho muito orgulho da nossa minha familia. Obrigada aos meus pais, Glair e
Jair. Vocés foram o comeco de tudo, permitindo que realizasse o meu desejo de formar
na federal, mesmo que pudéssemos ter dificuldades e por mais que vocés nao
entendam o que estudamos, quero que saibam que estamos no caminho certo e foi

gracas aos esforcgos la atras que vocés fizeram. Pai, por mais durdo que tu seja e ndo



consiga nos dizer, sei que teu maior desejo € nos dar acesso a educacdo e que
tenhamos sucesso nas nossas escolhas e também tens muito orgulho de nés duas.
Mé&e, obrigada por rezar por mim a cada prova, a cada entrevista de trabalho, a cada
dificuldade que esta por vir, teu apoio, em forma de oracdo é meu porto seguro.
Agradeco a minha metade, minha irma Juliane que tanto me incentiva, aconselha. Es
minha “profi” e o teu apoio me deixa mais forte, teu abrago me encoraja, tenho um
imenso orgulho da mulher e da profissional que tu estas te tornando, 0 mundo € teu,
logo essa etapa mais dificil passa, mas enquanto isso, estou aqui sempre que tu
precisares. Agradeco imensamente ao Junior, meu companheiro de vida. Estd comigo
em mais uma etapa dificil, trabalhosa e por muitas vezes, chorosa e obrigada por tudo,
teu apoio foi fundamental para que eu tivesse condi¢cdes de chegar até aqui e o teu

abraco é meu abrigo, onde encontro animo para recomecar. AMO VOCES!



“Como negra, ndo quero mais ser
objeto de estudo, e sim o sujeito da
pesquisa”

Djamila Ribeiro



RESUMO

Introducdo: A terapia de imunossupresséao no transplante de 6rgéaos é fundamental para
evitar que o sistema imunoldgico do receptor reaja contra o enxerto transplantado. A
ciclosporina A (CsA) é utilizada como profilaxia na prevencéo de doenca do enxerto contra
o hospedeiro (DECH) que acomete os pacientes submetidos ao transplante de célula
tronco hematopoiética (TCTH). Devido a alta variabilidade inter e intraindividual nos
parametros farmacocinéticos, a toxicidade grave e a estreita janela terapéutica,
recomenda-se 0 monitoramento terapéutico (MTF) da CsA. O MTF feito com auxilio dos
métodos tradicionais apresentam desvantagens, principalmente em criancas submetidas
ao TCTH. O uso da farmacocinética populacional (popPK) auxilia na melhor
individualizacdo das doses, pois 0os modelos popPK incluem as covaridveis que
influenciam na exposicédo ao farmaco. Objetivo: Desenvolver modelo popPK para CsA
em pacientes pediatricos submetidos TCTH alogénico no Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (HCPA). Materiais e Métodos: Projeto aprovado no CEP/HCPA. Pacientes
submetidos ao TCTH com idade 1-18 anos (n = 5) foram incluidos no estudo. Pacientes
receberam dose 2-4 mg/kg de CsA por infusdo continua com inicio dois dias antes do
transplante. Quando ocorreu a enxertia a administragéo foi trocada para via oral, na dose
de 2-4 mg/kg. As amostras de sangue total foram coletadas esporadicamente a partir de
4-5 dias apoés o inicio do tratamento e na primeira dose oral e CsA foi quantificada por
quimiluminescéncia. Analise farmacocinética populacional foi realizada no software
NONMEN® (v. 7.4). Resultados: Modelo de um-compartimento com absorcédo e
eliminacdo de primeira ordem melhor descreveu os dados, com o0s seguintes paramentos
farmacocinéticos: clearance 9.75 L/h, volume de distribuicdo 16.9 L, constante de
absorcdo 0.55 ht e biodisponibilidade de 69%. Nenhuma covariavel foi adicionada ao
modelo. Variabilidade interindividual foi atribuida ao clearance e biodisponibilidade.
Simulacbes com biodisponibilidades variando entre 30-80% mostraram que a dose oral
utilizada no protocolo da CsA em pediatria podem ser supraterapéuticas no pico e
subterapéuticas no vale de 12 horas. Concluséao: Os resultados preliminares demonstram

a necessidade de revisao da posologia oral da CsA usada na pediatria do HCPA.

Palavras-chaves: Ciclosporina A, transplante células tronco hematopoiéticas,

modelagem farmacocinética populacional, biodisponibilidade.



ABSTRACT

Cyclosporine Therapeutic Monitoring in Pediatric Patients Undergoing Bone
Marrow Transplant at HCPA by Population Pharmacokinetic Approach (popPK)

Introduction: Immunosuppressive therapy in organ transplantation is essential to prevent
recipient's immune system from reacting against the transplanted graft. Cyclosporine A
(CsA) is used as a prophylaxis in the prevention of graft-versus-host disease (GVHD)that
affects patients undergoing hematopoietic stem cell transplantation (HSCT). Due to the
high inter and intra-individual variability in pharmacokinetic parameters, severe toxicity and
the narrow therapeutic window, CsA therapeutic monitoring (TDM) is recommended. The
drug TDM using traditional methods has disadvantages, especially in children undergoing
HSCT. The use of population pharmacokinetics (popPK) assists in better dose
individualization, since popPK models include covariates that influence exposure to the
drug. Objective: To develop a popPK model for CsA in pediatric patients undergoing
allogeneic HSCT at the Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). Materials and
Methods: Project approved by Ethics in Research Committee/HCPA. Patients undergoing
HSCT aged 1-18 years (n = 5) were included in the study. Patients received a dose of 2-4
mg/kg of CsA by continuous infusion starting two days before transplant. When grafting
occurred, the administration was switched to oral, at a dose of 2-4 mg/kg. Whole blood
samples were collected sporadically beginning 4-5 days after the start of treatment and in
the first oral dose and CsA was quantified by chemiluminescence. Population
pharmacokinetic analysis was conducted in NONMEN® (v. 7.4). Results: A one-
compartment model with first-order absorption and elimination best described the data,
with the following pharmacokinetic parameters: clearance 9.75 L/h, volume of distribution
of 16.9 L, absorption rate constant 0.55 h-* and bioavailability of 69%. No covariates were
added to the model. Inter-individual variability was attributed to clearance and
bioavailability. Simulations with bioavailability ranging from 30-80% showed that the oral
dose used in CsA HCPA's protocol in pediatrics can be supratherapeutic at the peak and
sub-therapeutic in the 12-hour through. Conclusion: Preliminary results demonstrate the

need to review CsA oral dosing regimen CsA used in pediatrics at HCPA.

Keywords: Cyclosporine A, hematopoietic stem cell transplantation, population

pharmacokinetic modeling, bioavailability.
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1. INTRODUCAO

Os imunossupressores sao farmacos de grande importancia na clinica sendo
sua utilizacdo fundamental para o sucesso dos transplantes de 6rgaos. Sua acéo afeta
diretamente a manutencao do enxerto, auxiliando na reducgéo da rejei¢céo por parte do
sistema imunologico do paciente, diminuindo a morbidade e mortalidade desses
pacientes (DUNCAN; WILKES, 2005; TAYLOR; WATSON; BRADLEY, 2005a).

Entre os imunossupressores utilizados para rejeicao de transplantes encontra-
se a ciclosporina A (CsA), um decapeptideo de origem fangica, extraido do fungo
Tolypocladium inflatum gams. A CsA foi introduzida no mercado em 1978 para
transplante de érgéos solidos, com uso mais pronunciado desde 1983. Atualmente a
CsA é utilizada tanto para prevenir rejeicdo de transplante de 6rgaos soélidos quanto
para prevenir a doenca do enxerto contra hospedeiro (DECH) em pacientes
pediatricos submetidos a transplante de células tronco hematopoiética (TCTH)
alogénico. A DECH ainda possui alta incidéncia no TCTH alogénico, podendo se
desenvolver em até 30% dos pacientes (BALL; EGELER, 2008; DUNCAN;
CRADDOCK, 2006; LUKAS et al., 2014; MCCUNE; BEMER; LONG-BOYLE, 2016).

A acdo supressora da CsA esta ligada a formacdo de um complexo
heterodimérico com o receptor citoplasmatico ciclofilina. Ao ocorrer essa ligacao, a
atividade da enzima fosfatase calcineurina é bloqueada, resultando na inibicdo da
expressao de genes de proteinas nucleares envolvidas na ativacdo celular e formacao
do linfécito T citotéxico. Com a calcineurina ativada, ocorre a desfosforilacdo da
proteina fator nuclear de células T ativado (NFAT) que se desloca para o nucleo onde
se liga a regido promotora de genes interleucina 2, interleucina 4 e interferon gama,
causando a transcricdo dos mesmos e a secrecdo dessas citocinas. O bloqueio do
NFAT é o principal efeito imunossupressor da CsA (BARBARINO et al., 2013; BOREL,
1998; MATSUDA; KOYASU, 2000; TAYLOR; WATSON; BRADLEY, 2005b).

A CsA é altamente lipofilica e a primeira formulacéo disponibilizada no mercado
apresentou uma biodisponibilidade de somente 30%, sendo que a solubilidade era
limitada na presenca de bile, o que foi corrigido com a formulagdo de microemulsdo
de CsA (Sandimmun Neoral®) (DUNN et al., 2001). Mesmo assim, essa formulacéo

de CsA continua apresentando uma grande variabilidade na biodisponibilidade oral



que pode ficar entre 20% e 50%. A CsA € metabolizacao pelas enzimas do citocromo
P450 (CYP), especificamente CYP3A4 e CYP3A5, majoritariamente no figado, mas
também no intestino, sendo uma fracéo baixa eliminada de forma inalterada na urina.
Além disso, o metabolismo é dependente da idade. Devido a esses fatos, farmacos
inibidores ou indutores da CYP podem alterar o metabolismo da CsA, que também é
substrato para glicoproteina-P (P-gp, ABCB1) (DUNCAN; CRADDOCK, 2006;
FAULDS; GOA; BENFIELD, 1993; ROSENBAUM et al., 2005; TAYLOR; WATSON;
BRADLEY, 2005b).

A CsA é eliminada majoritariamente pela via biliar e apenas 6% € eliminada
pela urina. O clearance total (CL) varia entre 0,3 e 0,5 L/h/kg, porém em criancas esse
valor pode ser maior (DUNN et al.,, 2001). O farmaco apresenta alta e rapida
distribuicdo, em torno de 10 minutos o farmaco se distribuido do sangue para os
tecidos, principalmente tecidos lipidicos. Sua ligacao a proteinas plasmaticas é alta,
em torno de 90-98%, ligando-se as lipoproteinas. Sua ligacdo também € grande nos
eritrocitos (41 a 58%) (DUNN et al., 2001; FAULDS; GOA; BENFIELD, 1993). O
volume de distribuicédo (Vd), medido em sangue total, tem uma variacao de 4 — 8 L/Kg

e a meia vida de eliminagéo (ti2) nos pacientes é em torno de 19 horas.

Outro fator de extrema importancia na CsA é a toxicidade causada pela
administracdo do farmaco, sendo a nefrotoxicidade o principal efeito adverso nos
pacientes, podendo afetar até 35% dos pacientes transplantados. A CsA também pode
ocasionar hepatoxicidade, neurotoxicidade e hipertensdo nos pacientes
transplantados, sendo que muitas vezes esses efeitos adversos podem ser diminuidos
com a reducao ou a descontinuidade da dose (AZZl; SAYEGH; MALLAT, 2013; DUNN
et al., 2001; TAYLOR; WATSON; BRADLEY, 2005b).

A janela terapéutica da CsA é estreita e, dependendo do tipo de transplante
e/ou da metodologia analitica utilizada, a concentracéo alvo difere. De maneira geral,
uma faixa de concentracédo de 200 - 300 ng/mL nas primeiras 4 semanas apos 0
transplante, passando para 100 - 200 ng/mL até completar 3 meses de transplante é
considerado ideal para a CsA (RUUTU et al., 2014a). Pequenas variagbes nas
concentracdes sanguineas do farmaco podem levar a concentracdes abaixo da faixa
considerada ideal, resultando em subdosagem, que pode resultar em

desenvolvimento de DECH, conforme demostrado na Figura 1. Do mesmo modo,
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concentracdes acima da concentracéo ideal pode gerar uma superdosagem de CsA,
causando toxicidades graves e até mesmo irreversiveis. Nesse contexto, sabendo as
caracteristicas farmacocinéticas da CsA, a alta variabilidade intra e interindividual que
o farmaco apresenta e a importancia em manter as concentracdes dentro da janela
terapéutica extremamente estreita, fica evidente a necessidade de monitoramento
terapéutico (MTF) para esse farmaco (KANG; LEE, 2009; WANG et al., 2018).

Figura 1. Demonstracdo da janela terapéutica da CsA

Risco maior de toxicidade

Faixa terapéutica

Efeito subterapéutico

Concentragao plasmatica da CsA

Fonte: Lee et al., 2009.

Atualmente, no Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), o tratamento
padrdo para evitar a DECH aguda em pacientes pediatricos submetidos a TCTH
alogénico é realizado com CsA. Neste protocolo, a dose de 2 mg/kg por infusédo
continua de 24 horas € iniciada 2 dias antes do transplante (D -2) e prossegue até que
se sejam alcancadas as condicdes clinicas que indicam a enxertia (“pega da medula”
transplantada), quando ocorre a troca da via de administracdo da CsA para via oral.
Para a CsA oral recomenda-se que a dose seja o dobro da dose intravenosa, em duas

tomadas ao dia (q12h), devido a biodisponibilidade oral reduzida.

Para realizar o monitoramento terapeutica da CsA as concentracoes
sanguineas no HCPA séo obtidas em dois momentos distintos. Quando o farmaco é
administrado pela via intravenosa as coletas de sangue total podem ocorrer em
qualquer periodo, pois as concentracoes encontran-se em steady state. Entretanto,
guando a via de administracao é oral, as coletas das amostras séo realizadas no vale,
antes da dose seguinte(Co). O ajuste das doses é realizado empiricamente,
objetivando manter as concentragdes sanguineas dos pacientes entre 100-400 ng/mL.

A escolha da posologia, no entanto, ndo leva em consideracdo as caracteristicas
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individuais de cada paciente como os dados demograficos, dados laboratoriais,

caracteristicas genéticas, uso de medicamentos concomitantes, entre outros.

Os protocolos de imunossupressdo em criangas séo baseados no protocolo
utilizados em adultos, com um aumento nas doses para que esse grupo obtenha as
mesmas concentracdes de CsA dos pacientes adultos. Isso ocorre porque a exposicao
ao farmaco em pacientes pediatricos € menor, provavelmente devido ao elevado
metabolismo do farmaco em criancas, e porque as crian¢as tém uma menor absorcao
de CsA devido a menor superficie intestinal. Devido as diferencas fisiologicas entre
adultos e criangas, especialmente menores de dois anos de idade onde a maturacao
de muitos sistemas ainda ndo esta completa, a extrapolagéo dos protocolos da terapia
imunossupressora pode ser arriscada. Mesmo com a utilizacdo de doses ajustadas
pelo peso corporal do paciente, para amenizar as diferengas de idade entre os grupos,
corre-se o risco de terapias ineficazes ou toxicas em pediatria (COONEY; HABUCKY;
HOPPU, 1997; FERNANDEZ et al., 2011).

Visando descrever a variabilidade observada na farmacocinética da CsA em
pacientes pediatricos submetidos a transplantes e melhorar o MT desse farmaco a
modelagem farmacocinética populacional (popPK) tem sido empregada. Na
modelagem popPK todos os dados obtidos dos pacientes, mesmo dados esparsos da
populacao de interesse, sao analisados simultaneamente possibilitando determinar as
causas das variabilidades intra e interindividuais do farmaco. Com a utilizacdo de
equacdes farmacocinéticas populacionais desenvolvidas para a populacdo alvo é
possivel definir as covariaveis pertinentes ao grupo e sua influéncia na exposicdo a
CsA, aumentando a eficacia e seguranca do uso do farmaco e, consequentemente, 0
sucesso dos transplante (HAN; PILLAI; VENKATARAMANAN, 2013; KAHAN, 2004).

Até o momento ndo ha relatos na literatura de modelos popPK para CsA
desenvolvidos utilizando dados de pacientes pediatricos brasileiros, mostrando a
necessidade de se investigar a adequabilidade de modelos relatados para outras

populacdes a realidade dos pacientes transplantados atendidos no pais.
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2. OBJETIVOS

Esse projeto objetivou desenvolver um modelo farmacocinético populacional
(popPK) para o monitoramento terapéutico do imunossupressor CsA em pacientes
pediatricos submetidos a TCTH no HCPA.

Os objetivos especificos foram:

a. Avaliar o perfil farmacocinético da CsA apos administracdo de doses
intravenosas por infusdo continua e doses orais em pacientes pediatricos

submetidos ao transplante de células tronco hematopoiéticas;

b. Modelar as curvas de concentracao por tempo obtidas para os pacientes
durante o regime de utilizacdo pré e pdés-transplante e desenvolver modelo
popPK que contemple as fontes de variabilidade observadas nas criancas
atendidas no HCPA.

c. Investigar a influéncia da biodisponibilidade na exposicao oral a CsA em

pacientes pediatricos utilizando o modelo PopPK desenvolvido.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Monitoramento Terapéutico
3.1.1 Definicao

O monitoramento terapéutico de farmacos € definido pela International

Association of Therapeutic Drug Monitoring and Clinical Toxicology (IATDMCT) como:

Especialidade clinica multidisciplinar que visa melhorar o atendimento ao
paciente, ajustando individualmente a dose de farmacos para 0s quais a
experiéncia clinica ou os ensaios clinicos demonstraram que seu uso tem como
consequéncia o melhor resultado na populacdo em geral ou em populacdes
especiais (DEFINITIONS OF TDM &CT, 2013).

Para que o monitoramento ocorra, medidas das concentracdes do farmaco ou
de seus metabolitos nos fluidos bioldgicos, principalmente no sangue ou plasma,
devem ser coletadas e, através de uma correta interpretacdo dos dados obtidos, a
prescricdo do medicamento pode ser individualizada, mantendo as concentra¢des do
farmaco dentro de uma faixa considerada ideal. Um dos principais objetivos para
monitorar a concentragdo sanguinea do farmaco é auxiliar na tomada de decisdo com
relacdo ao regime posologico mais adequado para cada paciente (BAKTIR, 2017,
BASALINGAPPA et al., 2014; CLARKE, 2016).

Em teoria, conforme demostrado na Figura 2, o procedimento de MTF é
iniciado pelo diagnoéstico da patologia e caracterizacdo do estado de saude do
paciente, seguido pela selecdo do medicamento e, assim, uma dose padrdo €
administrada, dose essa que, na populacdo em geral, é capaz de alcancar as
concentracfes plasmaticas desejadas. A partir desse momento, o farmaco € medido
no fluido bioldgico, frequentemente no sangue, para que com uma adequada
interpretacéo dos resultados obtidos, utilizando modelo farmacocinético adequado se
realize o ajuste, manutencéo ou suspensao da dose inicialmente escolhida (BAKTIR,
2017; CLARKE, 2016; KANG; LEE, 2009).



Figura 2. Esquema da pratica clinica do processo de monitoramento terapéutico de

farmacos

Ajuste dose

Manutengao <,j—T> Suspensao

Fonte: elaborada pela autora.

3.1.2 Farmacos indicados a realiza¢do do monitoramento terapéutico

As indicacbes para que um farmaco seja candidato ao monitoramento
terapéutico sao: dificuldade na interpretacdo clinica do efeito e da toxicidade; grande
variabilidade farmacocinética interindividual e intraindividual que gera variabilidade
entre a dose administrada e a resposta obtida; farmacos com indice terapéutico (janela
terapéutica) estreito, ou seja, diferenca muito pequena entre as concentracées que
geram o efeito desejado e as que causam toxicidade; e farmacos com farmacocinética
nao-linear, situacdo em que 0s processos farmacocinéticos sdo independentes da
guantidade ou concentracédo do farmaco presente no organismo. Medicamentos que
apresentam alguns desses critérios, para a seguranca do paciente e efetividade do

tratamento, deve ter suas concentracdes sanguineas monitoradas.

As principais classes de farmacos que apresentam algumas das caracteristicas
gue determinam a necessidade de MTF sédo apresentadas na Tabela 1, juntamente
com exemplos de farmacos monitorados em cada classe (BRANDT, 2019; CLARKE,
2016; DONNERER et al., 2003; EL DESOKY et al., 2003; GROENLAND et al., 2019;
KANG; LEE, 2009; KELLY; BUTCH, 2012; KIM et al., 2013; KREUTZWISER et al.,
2017; TONINI et al., 2015).
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Tabela 1. Classe de farmacos que necessitam monitoramento terapéutico

Classe dos Farmacos passiveis de MTF

Imunossupressores

Antiepiléticos

Antidepressivos

Antimicrobianos/Antifungicos

Antiarritmicos
Antineoplésicos

Antirretrovirais

Broncodilatadores

Fonte: elaborado pela autora.

3.2 Imunossupressores

Exemplos de Farmacos monitorados

Ciclosporina, tacrolimos, sirolimos
Acido valproico, carbamazepina,
gabapentina

Amitriptilina, imipramina
Aminoglicosideos (gentamicina,
tobramicina, amicacina), vancomicina,

voriconazol, posaconazol

Digoxina

Metotrexato, imatinib

Efavirenz (EFV), raltegravir (RAL),
zidovudina (AZT)

Teofilina

Entre os farmacos que possuem um ou mais critérios que indicam a necessidade

de realizar o monitoramento terapéutico estdo os imunossupressores. Esses farmacos

tém como principal acdo farmacoldgica diminuir ou suprimir o sistema imunolégico do

paciente e, por isso, sdo de extrema importancia no transplante de érgéos, havendo

uma relacdo direta com o sucesso do transplante, evitando a refeicdo aguda ou

crénica ao 6rgdo (CLARKE, 2016).

Os imunossupressores de manutencdo séo utilizados por longos periodos de

tempo, mesmo apos a realizacdo do transplante. Os medicamentos que compdem

essa classe e que precisam de MTF séo apresentados na Tabela 2
(MEDICAMENTOS IMUNOSSUPRESSORES, 2016; TONSHOFF, 2019).
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Tabela 2. Grupo de imunossupressores e farmacos em que séo realizados o

monitoramento terapéutico

Grupo de imunossupressor Farmacos

Agente proliferativos Micofenolato de mofetila

Inibidor de mTOR (mammalian target | Sirolimus

of rapamycin)

Inibidores de calcineurina Ciclosporina A, tacrolimus

Fonte: elaborado pela autora.

Cada uma das classes de imunossupressores apresenta uma oOu mais
caracteristicas que determinam a necessidade do MTF. O micofenolato de mofetila foi
desenvolvido para complementar o tratamento com os inibidores de calcineurina.
Utilizado em transplante de 6rgaos solidos, necessita de MTF devido a variabilidade
interindividual alta nos parametros farmacocinéticos area sob a curva (ASC) e também
concentracdo em vale pré-dose (Co). O sirolimus apresenta extenso metabolismo
hepatico e também intestinal mediado pelas enzimas do citocromo P450 (CYP450),
gque pode resultar em interacdo medicamentosa levando a variagcbes nas
concentra¢gfes do farmaco, dessa forma, também é importante realizar o MTF. O
tacrolimus, além de apresentar as mesmas caracteristicas relatadas para os outros
dois farmacos, apresenta janela terapéuticas estreita, reforcando a necessidade de
MTF (ERICSON et al, 2017; JEONG; KAPLAN, 2007; MINARECI, 2016;
MOHAMMADPOUR et al., 2011; TOUW et al., 2005).

3.3 Ciclosporina A

A necessidade de imunossupressores com uma agéo farmacoldgica seletiva,
sem envolver citotoxicidade, levou ao desenvolvimento dos inibidores da calcineurina,
sendo a CsA o precursor desse grupo. A evolugéo na terapia com a introducao da CsA
foi diretamente relacionada com o avanco na diminuicdo da rejeicdo ao enxerto,
guando comparada a terapia utilizada anteriormente, que fazia uso da associacao de
azatioprina (agente antiproliferativo) e prednisona (corticoide) (BOREL, 1998;
CLARKE, 2016; GARCIA et al., 2004; HARIHARAN et al., 2000; MEDEIROS et al.,
2018; SHRESTHA, 2016; TE, 2000). Hariharan e colaboradores (2000) mostraram em



seu estudo realizado nos Estados Unidos entre 1988 a 1996 uma melhora significativa
nas taxas de sobrevida dos pacientes submetidos ao transplante com doadores
cadaveéricos ou vivo e esse avango ocorreu no primeiro ano de uso da CsA, devido a

sua agao imunossupressora.

Atualmente, mesmo com 0 avang¢o na imunossupressado no transplante de
orgaos, a CsA, que é disponivel gratuitamente pelo sistema unico de saude brasileiro
(SUS), esta entre os farmacos mais utilizados tanto em transplantes de 6rgaos sélidos,
como no TCTH em pacientes pediatricos, sendo fundamental na diminuicdo da morbi-
mortalidade desses pacientes (CLARKE, 2016; GARCIA et al., 2004)

3.3.1 Farmacodinamica da CsA

A ciclosporina A é obtida naturalmente do fungo Tolypocladium inflatum. Sua
estrutura quimica é composta por 11 aminoacidos (Figura 3) e a imunossupressao do
sistema imunoldgico do paciente ocorre principalmente através da inibicdo da enzima
fosfatase calcineurina (ARSLANSOYU CAMLAR; SOYLU; KAVUKCU, 2018; BOREL,
1998; TAPIA; BASEHORE; ZITO, 2019).

Figura 3. Estrutura quimica da ciclosporina A (CsA).
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A inibicdo da calcineurina, que esta presente em diversas de células e também
nos linfocitos, esta representado na Figura 4. Essa enzima, dependente de célcio e
calmodulina, é responsavel pela ativacéo, através de uma desfosforilacdo, do fator
nuclear da familia das células T ativas (NFAT). O NFAT se desloca para o nucleo da
célula e liga-se a proteina ativadora 1 (AP-1) e juntos ligam-se ao DNA e de forma
simplificada, participam da transcricdo de genes que codificam as citocinas, entre elas
a interleucina-2 (IL-2). Umas das principais citocinas envolvidas na imunidade, a IL-2
possui maior reponsabilidade sobre o processo de proliferagéo das células T. A CsA
fora da célula liga-se com o seu receptor, a ciclofilina A (codificado pelo gene PPIA),
gue é uma imunofilina, e assim esse complexo liga-se a calcineurina, desativando-a,
impedindo a ativacdo de NFAT (ARSLANSOYU CAMLAR; SOYLU; KAVUKCU, 2018;
BARBARINO et al., 2013; BOREL, 1998; TAPIA; BASEHORE; ZITO, 2019).

Figura 4. Mecanismo de acdo da CsA

—
(a)
PPIA

) g &)

NUCLEO \]

imunossupressao

(c)

(a) No processo imunolégico, NFAT desfosforilado entra no nicleo celular e (b) € incorporado
a outros fatores nucleares e participam da transcricdo de IL - 2, que (c) é responsavel pela
ativacdo de células T, gerando a resposta imune. (d) Quando ocorre, fora do nucleo, a
formacdo do complexo CsA e ciclofilina A, codificado pelo gene PPIA, ocorre a inibicdo da

calcineurina e consequentemente ocorre a imunossupressao.

Fonte: Barbarino et al., 2013.

21



3.3.2 Farmacocinética CsA

A CsA apresenta uma grande variabilidade farmacocinética inter e
intraindividual. A primeira formulacdo disponibilizada no mercado, nos anos 80, a
Sandimmun®, apresentava absorcdo incompleta e lenta, pois se tratava de uma
formulacédo de base oleosa que precisava ser emulsificada pelos sais biliares para ser
absorvida. A Sandimmun Neoral®, aprovada em 1995, € uma microemulsdo de CsA,
comercializada para uso no transplante de 6rgdos. Com essa formulacao, a absorcao
da CsA teve uma melhora, tornando-se mais rapida e completa. A exposicdo do
organismo ao farmaco, avaliada pelo parametro ASC, € maior quando o paciente
recebe Sandimmun Neoral® em comparacdo com a primeira formulacdo. Desse
modo, ha uma melhora importante na biodisponibilidade, que se tornou maior e menos
variavel quando comparada com a formulagéo original, chegando préoximo de 50%, o
dobro da absorcédo da CsA a partir da Sandimmun® (SHRESTHA, 2016).

Mesmo com a melhora da biodisponibilidade da CsA com a microemulsao,
alguns fatores ainda podem influenciar na absor¢cdo do farmaco, como o tipo de
transplante, interagbes com outros farmacos e algumas alteragbes no intestino
delgado provocadas pelo processo de condicionamento realizado antes do transplante
de 6rgados (FREEMAN, 1991). Além disso, a absor¢cdo da CsA pode apresentar uma
diferenca nos pacientes devido a idade, em funcdo da fisiologia do trato gastrintestinal
apresentar diferencas entre adultos e criangas (COONEY; HABUCKY; HOPPU, 1997).
Relatos na literatura ainda indicam que a CsA possui uma biodisponibilidade maior em

pacientes caucasiano, quando comparado com outras etnias (CZAJA, 2012).

A distribuicdo da CsA no sangue acontece rapidamente, em cerca de 10
minutos. Por ser lipofilica, tem uma boa distribuicdo nos tecidos, principalmente no
tecido adiposo e também no figado, mas néo ocorre distribuicdo no cérebro, pois nédo
atravessar a barreira hematoencefalica. O volume de distribuicdo do farmaco em
adultos e pacientes pediatricos ndo apresenta diferenca, sendo o volume de
distribuicdo aparente (Vdss) € considerado alto, na ordem de 4 L/kg (ARSLANSOYU
CAMLAR; SOYLU; KAVUKCU, 2018; JASIAK; PARK, 2016; TAFAZOLI, 2015).

No sangue, a CsA liga-se preferencialmente aos eritrgcitos, cerca de 40%-70%,
e nas proteinas plasmaticas, em torno de 20%-30%, sendo que menos de 2% da dose

de CsA circula livre. Com as proteinas plasmatica, essa ligacéo ocorre de preferéncia
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com as lipoproteinas e secundariamente com a albumina. H& ligagdo da CsA com
todas as fracdes de lipoproteinas, mas a de maior densidade tem maior afinidade com
o farmaco. Devido a essa preferéncia de ligacéo, paciente com valores de colesterol
diminuidos podem ter uma maior fragdo de CsA livre disponivel, resultando no
aumento na imunossupressado e também em efeitos adversos importantes (CZAJA,
2012).

Grande parte da CsA € metabolizada no figado pelas enzimas do CYP,
principalmente pelas isoformas CYP3A4 e CYP3A5, presentes também nas células
epiteliais e no intestino. Ja foram identificados cerca de 25 metabolitos da CsA, porém
esses nao possuem atividade biologica, tdo pouco toxicidade relevante. Além disso, a
CsA é substrato da P-gp, que é expressa no figado e intestino, atuando como uma
bomba de efluxo expulsando o farmaco e outros substratos da célula (CZAJA, 2012;
JASIAK; PARK, 2016; MEJIA; BASU; SHAPIRO, 2014; TAFAZOLI, 2015).

Devido a esse metabolismo pela CYP, a administracdo concomitante de
farmacos indutores da CYP resulta em menores concentracfes plasméticas do
farmaco, assim como medicamentos que levam a inibicdo da CYP450 provoca um
aumento nas concentragcbes da CsA, refletindo na farmacocinética, na
farmacodinamica da CsA e levando a efeitos adversos graves e irreversiveis. Por ser
metabolizado quase que inteiramente no figado, alteracbes nesse érgao também
provocam mudancas nos parametros farmacocinéticos da CsA (CZAJA, 2012,
JASIAK; PARK, 2016; MEJIA; BASU; SHAPIRO, 2014; TAFAZOLI, 2015).

A excrecdo da CsA e dos seus metabolitos ocorre majoritariamente por via
biliar, sendo que menos de 10% da dose do farmaco é eliminado via renal. Como a
CsA é praticamente toda metabolizada, menos de 1% da dose € eliminada sem sofrer
nenhum processo de transformacéo metabdlica (CZAJA, 2012; JASIAK; PARK, 2016;
MEJIA; BASU; SHAPIRO, 2014; TAFAZOLI, 2015).

O clearance total da CsA varia entre 0,38 L/h/kg e 3 L/h/kg e é dependente da
idade do paciente, quanto menor a idade, maior a sua eliminacdo, sendo os lactantes
a faixa etéria que apresentam a maior depuragédo. Consequentemente, a meia-vida do
farmaco, que é de aproximadamente 19 h para adultos, em pacientes mais jovens é
cerca de 20% da ti2 de adultos. Dessa forma, devido a influéncia da idade nesses

parametros farmacocinéticos, pacientes pediatricos necessitam um doses de CsA
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maiores, comparado com as doses de adultos, para que o farmaco alcance as
concentracbes sanguineas desejadas (AKHLAGHI; TRULL, 2002; COONEY;
HABUCKY; HOPPU, 1997; FILLER, 2007).

3.3.3 Toxicidade e efeitos adversos da CsA

O sucesso da terapia imunossupressora com CsA esta relacionado as
concentracbes sanguineas do farmaco, pois concentracdes abaixo da janela
terapéuticas podem evoluir para o pior desfecho do transplante de 6rgaos, a rejeicao
ao enxerto (RUUTU et al.,, 2014b), e concentragcdes acima da janela terapéutica
podem levar a toxicidade. A faixa de concentracdo sanguinea terapéutica da CsA vai
de 100 a 400 ng/mL.

Concentracgfes altas da CsA, acima de 400 ng/mL, sdo capazes de desenvolver
toxicidades graves e irreversiveis, as quais podem resultar na rejeicdo ao enxerto.
Entre as toxicidades mais severas e mais comuns relacionadas com a CsA estédo
neurotoxicidade, nefrotoxicidade e hepatotoxicidade, mas também pode ocorrer o
desenvolvimento de hiperlipidemia, hipertenséo e arritmias, entre outros (RUUTU et
al., 2014b).

Todos os pacientes que utilizam a CsA podem desenvolver alguma alteragcéo
renal e o principal sintoma caracteristico dessa alteracdo € o aumento dos niveis
séricos de creatinina. O tratamento deve ser realizado com a descontinuidade ou
diminuicdo das doses do farmaco. Lesdes agudas podem ser reversiveis e, no
transplante de rim, lesbes crénicas podem evoluir para a perda do 0rgao
(PONTICELLI; GLASSOCK, 2019).

Entre os pacientes que utilizam CsA para evitar a rejeicdo ao 0Orgao
transplantado, 10%-60% desenvolvem nefrotoxicidade. Essa toxicidade pode se
manifestar através de sintomas considerados mais leves como tremores, cefaleia e
neuralgia. Porém, manifestacbes mais graves podem ocorrer como convulsées,
alucinacdes, cegueira, entre outros, principalmente quando CsA é associada com
altas doses de metilprednisolona (CZAJA, 2012; TAPIA; BASEHORE; ZITO, 2019).

Concentragfes de CsA acima de 1000 ng/mL, quando medidas no pico, podem

levar ao desenvolvimento de nefrotoxicidade, sendo o TCHT o tipo de transplante com



maior incidéncia dessa toxicidade. Para evitar esse efeito adverso, as doses iniciais
diarias de CsA nio devem ser maiores que 4-5 mg/kg. E importante também n&o
administrar concomitante a CsA farmacos nefrotdxicos como as quinolonas,
anfotericina e aminoglicosideos, entre outros (PONTICELLI; GLASSOCK, 2019).

A neurotoxicidade esta relacionada com altas concentragdes sanguineas de
CsA no vale e com o uso prolongado, mesmo com as concentracdes estando dentro
da faixa terapéutica. A incidéncia de neurotoxidade ocorre, na maioria dos casos, nos
pacientes submetidos a transplante de rim e TCTH, porém ha uma variacdo nessa
faixa, dependendo da patologia de base. Por exemplo, criangcas com neoplasia
hematoldgica tem uma incidéncia de 4-11%, podendo alcancar até 60% em pacientes
qgue utilizam a CsA. As manifestacbes mais leves sdo tremor, agitacdo, insonia,
ansiedade, amnésia e dor de cabeca. Entre os sintomas mais graves que podem
ocorrer estdo, delirios, convulsbes, e até mesmo casos que se assemelham a
episédios de acidente vascular cerebral (AVC) (NOE et al., 2010; SERKOVA;
CHRISTIANS; BENET, 2004). Em grande parte, ao desenvolver o0s sintomas
neuroldgicos, ocorrendo a descontinuidade ou suspensao da CsA, os efeitos gerados
ser@o reversiveis, porem os danos desenvolvidos, se ndo tratados com rapidez,
podem levar a danos neuroldgicos irreversiveis (CZAJA, 2012; PONTICELLI,
GLASSOCK, 2019).

Com o uso da CsA, elevacdes das enzimas hepaticas pode ocorrer levando a
hepatotoxicidade. No entanto, com a reducdo da dose os niveis séricos normalizam.
A enzima fosfatase alcalina pode sofrer um aumento em até 30% nos pacientes que
utilizam CsA, semanas apos o inicio do tratamento (CYCLOSPORINE, 2012).

3.3.4 UsodaCsAnoTCTH

No Brasil, o TCTH é orientado pela Portaria No 2.600, de 21 de outubro de
2009, para diversas patologias malignas nas quais € indicado como tratamento
(BRASIL, 2009).

O TCTH, também chamado de transplante de medula 6ssea (TMO), se

caracteriza pela infusdo intravenosa de células tronco hematopoiéticas e pode ser de
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trés tipos, conforme mostrado na Tabela 3 (CASTRO JR; GREGIANIN; BRUNETTO,

2001).

Tabela 3. Tipos de TCTH com o tipo de doador e suas fontes celulares respectivas.

Tipo de Tipo de doador Fonte celular
transplante
Autologo Proprio paciente Medula éssea e sangue periférico
Alogénico Aparentado (doador com grau de Medula 6ssea, sangue periférico e
parentesco) sangue do cordao umbilical
N&o aparentado (doador sem grau de
parentesco)
Singénico Irm&o gémeo idéntico Medula 6ssea e sangue periférico

Fonte: Castro et al., 2001.

No TCTH alogénico, a doenca do enxerto contra o hospedeiro (DECH) é a
principal causa de morbidade e mortalidade dos pacientes tanto adultos quanto
pediatricos. Esse mal se desenvolve devido a uma “protecdo” que o sistema
imunologico do receptor realiza contra as células do doador e, dependendo da
intensidade, pode resultar em uma rejeicdo do enxerto transplantado, que pode ser
aguda (mais comum), ocorrendo em até 6 semanas ap0s o transplante, ou crénica,
ocorrendo apos 6 semanas do mesmo (LEE et al.,, 2018; PUNNETT et al., 2007;
WILHELM et al., 2012).

Devido a sua acao farmacolédgica mais especifica, apesar das novas classes de
imunossupressores, a CsA continua sendo utilizada na profilaxia da DECH. Para que
essa prevencao ocorra de maneira adequada e eficaz, os niveis sanguineos de CsA
devem ser constantemente monitorados, a fim de que as concentragbes do farmaco
estejam dentro da faixa terapéutica (PUNNETT et al., 2007; RUUTU et al., 2014b). A
dose recomendada de CsA para a prevencdo de DECH é de 2-3 mg/kg, pela via
intravenosa e por infusdo continua, pois desta forma pode ocorrer menos efeitos
adversos graves, quando comparado com a administracdo intravenosa em bolus
(CHOI et al., 2006; RUUTU et al., 2014b).
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A faixa de concentracdo sanguinea ideal da CsA é entre 100-300 ng/mL nas
primeiras 3 a 4 semanas ap0s o TCTH e, se ndo houver aparecimento de
sintomatologia relacionada com a DECH, essa faixa de concentracdo pode ser
reduzida para 100-200 ng/mL. Novamente ndo ocorrendo o desenvolvimento de
DECH, a partir de 3 meses, as doses de CsA sdo diminuidas até completar 6 meses
apos o transplante (RUUTU et al., 2014b)

A “pega da medula” do paciente transplantado, que corresponde ao
estabelecimento da hematopoese proveniente do doador, pode ocorrer a partir do 21°
dia de transplante, conforme as condic¢des clinicas do paciente (RUUTU et al., 2014b).
Ocorrendo a “pega” do enxerto, a posologia da CsA é alterada imediatamente apos a
suspensao da infusdo continua, recomenda-se administrar por via oral o dobro da
dose intravenosa, a cada 12 horas. Choi e colaboradores (2006) sugerem que, devido
a eliminacdo maior da CsA nos pacientes pediatricos, que resulta em uma meia-vida
menor comparado aos pacientes adultos, na intencdo de evitar uma flutuacdo das
concentracfes do farmaco, a mesma dose total diaria pode ser fracionada em trés

tomadas ao dia.

No HCPA o protocolo para TCTH estabelece uma dose inicial de CsA é 2-4
mg/g por infusdo continua, dependendo da patologia, com inicio dois dias antes do
transplante (D-2). Ao alcancar condi¢des clinicas estabelecidas pelo servico de
transplante do hospital, a via de administracdo do farmaco passa a ser oral, sendo
recomendado que a dose seja dobro da dose intravenosa, devido a baixa
biodisponibilidade da CsA e a faixa terapéuticas considerada ideal é de 100-400

ng/mL.

3.4 Monitoramento terapéutico da CsA

Como ja mencionado, a CsA possui alta variabilidade farmacocinética inter e
intraindividual. Como consequéncia, uma mesma dose administrada a diferentes
pacientes pode resultar em concentracbes sanguineas e resposta terapéutica
distintas. Outra caracteristica importante da CsA é a estreita janela terapéutica,
fazendo com que a variabilidade farmacocinética facilmente induza a concentragdes

toxicas ou subterapéuticas, sendo que, dependendo do tipo de transplante, ambos
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fatores, por mecanismo diferentes, podem evoluir para rejeicdo do 6rgdo. Assim,
monitorar o farmaco para se manter na faixa ideal com a concentracdo sanguinea
minima de 100 ng/mL e maxima de 400 ng/mL é de extrema importancia (CLARKE,
2016; POSFAY-BARBE et al., 2019). Para tanto é preciso determinar qual a melhor
metodologia para monitorar o farmaco na populagéo atendida pelo servigco de MTF.

Segundo a literatura, a metodologia mais empregada e adequada para se
determinar a dose ideal de CsA para cada paciente baseia-se na determinacédo da
exposicdo do organismo ao farmaco, expressa pela ASC de concentragdo plasmética
por tempo apos dose oral. Através desse parametro se obtém uma melhor correlacéo
das concentracdes de CsA com os seus feitos farmacoldgicos. Para determinacao de
ASC completa da CsA as amostras de sangue devem ser coletadas antes da dose
(tempo zero) até 12 horas apos a dose (ASCo-12n). Essa metodologia apresenta
diversas limitagGes, entre elas, a grande quantidade de amostras de sangue dos
pacientes necessarias e o custo com recursos e profissionais para realizacdo das
coletas e processamento das amostras (HADJIBABAIE et al., 2011;
MOHAMMADPOUR et al., 2011).

Na tentativa de diminuir essas limitacdes decorrentes da ASCo-12n, a literatura
traz trabalhos que visam diminuir o nimero de coletas de sangue através da escolha
dos tempos mais adequados para as mesmas. Nesse sentido, quando a administracéo
da CsA ocorre por via oral a cada 12h, ha trabalhos avaliando o uso da ASC reduzida
até 4h (ASCo-an), que corresponde a fase de absorcdo do farmaco. Essa ASCo-4n tem
sido considerado a melhor preditora da ASCo-12n. NO entanto, através dessa
abordagem ainda séo necessarios diversas amostras de sangue, com pelo menos 3
horarios de coletas (HADJIBABAIE et al., 2011; MATHIAS et al., 2005;
MOHAMMADPOUR et al., 2011).

Para solucionar a dificuldade relacionadas a realizacdo de varias coletas de
sangue, alguns trabalhos tém utilizado uma Unica concentracao para monitorar a CsA
em pacientes submetidos a transplantes de 0Orgaos, sendo que alguns trabalhos
investigaram a utilizagcdo da concentracdo de vale (Co), antes da administracao da
proxima dose. No entanto, essa abordagem apresenta algumas limitacdes, sendo a
mais relevante a auséncia de boa correlagdo com a ASC (HADJIBABAIE et al., 2011;
MATHIAS et al., 2005; MOHAMMADPOUR et al., 2011).
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A concentracdo de 2 horas apés a dose de CsA também foi investigada para
monitorar o farmaco, pois a mesma apresenta boa relagdo com a exposicdo do
organismo ao imunossupressor. Além disso, ha relacdo da concentracdo 2 h apos a
dose com a inibicdo méaxima de calcineurina e com a diminuicdo méaxima de IL-2. Duas
horas apos a dose o farmaco deveria se encontra em fase de absorcédo, no entanto,
devido a alta variabilidade da absorcédo da CsA, nao ha certeza que todos pacientes
estardo em fase de absorcdo nesse tempo de coleta (MOHAMMADPOUR et al.,
2011). Desse modo, o monitoramento de apenas uma concentracdo de CsA,
hipoteticamente na fase de absorcdo, pode ndo ser a metodologia mais adequada

para avaliar a exposi¢cdo do organismo ao farmaco.

Atualmente, na pratica de MT da CsA no HCPA realizada nos pacientes
pediatricos submetidos a TCTH visa manter as concentragdes sanguineas do farmaco
na faixa terapéutica e, quando necessario, 0 ajuste da dose é realizado conforme com

base em os critérios listados no protocolo mostrado na Tabela 4.

Pode-se observar que as decisdes sobre ajuste de doses dos protocolos de
monitoramento baseados apresentados na Tabela 4 sdo gerais, ndo consideram a
farmacocinética da CsA em cada individuo, ndo permitindo uma individualizacéo

adequada da terapia.

3.5 Modelagem farmacocinética populacional

Com as limitagbes apresentadas pelas metodologias tracionais de
monitoramento da CsA, tem-se a necessidade de lancar mao de novas estratégias
visando individualizar doses para a populacao de interesse. Nesse sentido, o0 uso de
modelagem populacional possui vantagens quando comparado com a abordagem

farmacocinética tradicional.

O uso da farmacocinética tradicional para determinacdo dos parametros da CsA
utiliza equacdes farmacocinéticas nao-compartimentais ou compartimentais,
necessitando de grande numero de amostras de sangue. Desse modo, em populagdes
especiais como pacientes transplantados, o uso dessa abordagem apresenta
limitagbes em funcdo da quantidade elevada de coletas de sangue que s&o

necessarias. Com isso, estudar as populacdes especiais é mais dificil do que
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investigar o farmaco em voluntérios sadios. Desta forma, essas investigagbes tendem

a ser realizados em populac6es mais homogéneas, disfarcando a variabilidade dos
parametros farmacocinéticos (ETTE; WILLIAMS, 2004; OWEN; FIEDLER-KELLY,

2014).

Tabela 4. Ajuste das doses de CsA baseada no MTF do HCPA.
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Critério para ajuste de dose

Ajuste da dose

Ajuste pelo nivel sérico de CsA

Concentragdes de CsA entre 0-100 ng/mL — dose do
farmaco & aumenta em 50% da dose inicial.

Concentragfes de CsA entre 400-500 ng/mL — a
dose € reduzida em 25% da dose inicial.

Concentragbes de CsA entre 500-600 ng/mL — a
administracdo da CsA é interrompida 12 horas e ao
ser reiniciada, a dose é 50% da dose inicial.

Ajuste pelos niveis séricos de

creatinina

Niveis entre 1,5-2 mg/dL ou um aumento nos
niveis basais em 50% - a dose inicial é reduzida
para 50%.

Niveis entre 2-3 mg/dL — ocorre a interrup¢ao do
farmaco por 48 horas e ao reiniciar, a dose
administrada € baseado no nivel sérico de CsA
no momento (critério anterior).

Ajuste pelos sintomas

Os sintomas apresentados pelo paciente também
sdo um critério para acertar a dose de CsA, visto
que podem indicar um efeito adverso relacionado ao
medicamento, entre eles séo: cefaléia, hipertensao,
tremores, nauseas, vomitos, entre outros. Ao sentir
alguma desses sintomas, a dose de CsA inicial
deve ser reduzida até que eles diminuam ou
cessem, obedecendo o critério da concentracao
sanguinea do farmaco.

Fonte: elaborado pela autora.



Nos estudos utilizando a farmacocinética populacional, no entanto, pode-se
agrupar individuos com tempos de coleta de amostras esparsos que sdo modelados
de forma simultanea através de modelos nao-linear de efeito misto (CHARLES, 2014;
MOULD; UPTON, 2013), permitindo a estimativa dos parametros farmacocinéticos
tipicos da populacdo. Somando a isso, ocorre a identificacdo e quantificagcdo de
fatores que possam ser a motivo das variagcbes farmacocinéticas inter e
intraindividuais, chamados de covariaveis, que podem ser as caracteristicas
demograficas do paciente (idade, peso, sexo), outras comorbidades, fatores
genéticos, uso de medicamentos concomitantes, entre outros (ETTE; WILLIAMS,
2004); MOULD & UPTON, 2013; CHARLES, 2014;). As covariaveis sdo usadas para
descrever fontes previsiveis (efeitos fixos) de variabilidade e explicar parte da
variabilidade global do pardametro farmacocinético na populacdo, levando a uma
diminuicdo da variabilidade imprevisivel (efeitos aleatorios). Além das covariaveis,
outras fontes de variacdes também sdo consideradas para obter o modelo popPK final.
E o caso da variacdo residual, onde estdo incluidas as variabilidades que podem
ocorrer ocasionalmente ou sao inexplicaveis, como erro na quantificacdo do farmaco
na amostra biolégica e erro no tempo de coleta da amostra biolégica, entre outros
(ETTE; WILLIAMS, 2004). O modelo populacional deve ser capaz de explicar a
variabilidade observada nas concentracdes do farmaco no organismo quando essa
populacao recebe o mesmo medicamento no mesmo regime de doses, assim como o
comportamento dos parametros farmacocinéticos e respostas farmacoldgicas
diferentes, quando se utliza modelos farmacocinéticos-farmacodindmicos
populacionais (popPK/PD) (CHARLES, 2014; MOULD; UPTON, 2013).

A identificacdo e quantificacdo do motivo que leva a variagcdo dos parametros
inter e intraindividual € uma das principais vantagens dos modelos popPK. Outro
beneficio esta na quantidade de amostras necessarias para se obter o modelo, pois
podem ser usados dados esparsos. Assim € possivel estudar populacbes em que ha
limitacdo para as coletas de sangue dos pacientes devido a condi¢cdo de saude dos
mesmos. Os modelos popPK sado particularmente Uteis para farmacos com
necessidade de monitoramento e uso de doses individualizadas, devido a grande
variabilidade farmacocinética (ETTE; WILLIAMS, 2004; MOULD; UPTON, 2013;
OWEN; FIEDLER-KELLY, 2014).
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Os modelos matematicos obtidos nos estudos popPK podem ser descritivos,
guando os dados de concentracéo e tempo obtidos de pacientes sdo usados para se
determinar o modelo que caracteriza a populacdo. Os modelos também podem ser
preditivos, quando um modelo anteriormente estabelecido é utilizado para realizar
simulacdes de situacdes ndo estudas e os dados experimentais sao usados para
conferir as previsdes dos modelos, através de extrapolacdes e interpolacdes (OWEN,;
FIEDLER-KELLY, 2014).

Os modelos popPK mais comumente utilizados sdo modelos nao-linear de
efeito misto (nonlinear mixed effect model - NLME). Ser ndo-linear significa que a
variavel dependente (concentracdo) ndo se relaciona linearmente com as variaveis
independentes (dose e tempo), e as possiveis covariaveis que influenciam o modelo
(BONATE, 2011). O modelo considerado misto é devido a presenca de efeitos fixos e
aleatérios (CHARLES, 2014; MOULD; UPTON, 2013). O efeito fixo contém os
parametros farmacocinéticos assumindo um valor tipico (média), acrescentado do
efeito aleatorio, no qual esté incluido a variabilidade intraindividual que ocorre com 0s
parametros e estimativa de variacdo residual, que é inexplicavel. O efeito aleat6rio
guantifica a variabilidade explicavel dos parametros, que sdo as covariaveis
(BONATE, 2011; CHARLES, 2014; OWEN; FIEDLER-KELLY, 2014)

A estrutura do modelo NLME é composta pelo modelo estrutural, modelo
estatistico e modelo de covariaveis, representado pela Figura 5. O modelo estrutural
€ 0 modelo farmacocinético, que pode ser compartimental ou fisiolégico, capaz de
descrever o perfil de concentracédo por tempo do farmaco para a populagdo em estudo
(por exemplo, modelo de dois compartimentos com absorcéo e eliminacdo de primeira
ordem). O modelo de covariaveis é composto pelas fontes de variabilidade dos
individuos que influenciam os parametros farmacocinéticos. No modelo estatistico
estdo incluidos os elementos aleatorios que descrevem o0s componentes da
variabilidade nos parametros farmacocinéticos que ndo puderam ser explicados pelas
covariaveis, como a variabilidade interindividual (IIV) para a qual ndo se conseguiu
identificar a fonte; a variabilidade interocasional (I0V), observada em estudos de dose
multipla, por exemplo; e a variabilidade residual, associada a erros nos tempos de
coleta das amostras, nas doses administradas, erros analiticos na quantificacdo do
farmaco e erros na construcdo dos modelos, entre outros (BONATE, 2011; OWEN;

FIEDLER-KELLY, 2014).
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Figura 5. Representacdo da estrutura de um modelo ndo-linear de efeito misto

Modelo
estrutural

Modelo
covariaveis

Modelo
estatistico

Fonte: Bonate et al., 2011

Nos modelos populacionais ainda se inclui um segundo nivel de variabilidade,
conhecida como variabilidade interindividual residual ou aleatoria (n), a qual pode ser
descrita por modelos de erro aditivo, exponencial ou proporcional. Em geral, assume-
se que os valores individuais n1 sédo normalmente distribuidos com uma média de 0 e

variancia definida como w?2.

O modelo farmacocinético populacional final € escolhido através da avaliacao
dos graficos de diagnostico gerados pelos softwares empregados, tais como
NONMEM® (Icon) e Monolix® (Lixoft), por exemplo. Entre os graficos analisados
destacam-se os graficos que mostram os valores de concentracfes individuais e
populacionais previstos versus o0s valores observados experimentalmente, os graficos
dos residuos ponderados vs dados previstos e os graficos dos residuos ponderados
vs tempo. Sao também analisados os graficos tipo visual predictive checks (VPCs),
que sdo graficos gerados a partir da simulacdo estocastica de concentracées por
tempo individuais previstas para um grande namero de individuos (geralmente entre
1000 e 10.000), tendo como base do modelo populacional desenvolvido. A partir
dessas simulacdes € possivel analisar a medida de tendéncia central das curvas de
concentracdo por tempo obtidas e os intervalos interquartis de previsdo, que

idealmente devem englobar 90% dos valores observados em cada intervalo de tempo.
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3.6 Modelos popPK para CsA

Conhecendo-se as vantagens da utilizagcdo de modelos popPK e sabendo-se a
importancia do entendimento das covariaveis pertinentes ao farmaco na populacéo de
interesse, o MTF tem buscado utilizado cada vez mais os modelos populacionais para

determinar dose ideais individualizadas para os pacientes.

Kim e colaboradores (2015) desenvolveram um modelo popPK para pacientes
adultos Sul Coreanos submetidos a TCTH que receberam CsA para
imunossupressdo. Todos os pacientes tinham idade maior ou igual a 18 anos e
receberam inicialmente CsA por infusdo continua de 24 horas. Quando as condigdes
clinicas foram favoraveis, a posologia do farmaco foi alterada para via oral a cada 12
horas, como uma dose de 2 a 3 vezes superior a dose intravenosa. O monitoramento
terapéutico do farmaco foi realizado mantendo as concentracdes sanguineas de CsA
entre 150-400 ng/mL e, no desenvolvimento do modelo POPPK, as seguintes
covariaveis foram investigadas: a) dados demograficos (idade, peso corporal e altura);
b) exames bioquimicos (bilirrubina total, fosfatase alcalina, alanina transaminase,
aspartato transaminase, creatinina sérica, taxa de filtracdo glomerular, albumina,
colesterol); c) exames hematoldgicos (globulos vermelhos, hemoglobina, hematocrito
e plagquetas); d) administragdo concomitante de farmacos esteroides; €) administracéo
concomitante de farmacos que inibem ou induzem a CYP; f) analise genética para
caraterizacdo do gendtipo da CYP3A5*1/*3. Os autores caracterizaram o modelo
estrutural como um compartimento com dois compartimentos de transito para
absorcdo com lagtime e eliminacéo central (Figura 6). Para analise da variabilidade
inter e intraindividual dos parametros testados pelos autores, foram utilizados modelos
aditivos, modelo proporcional, modelo exponencial e um modelo combinado para o

erro residual.
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Figura 6. Modelo farmacocinético populacional final para CsA em pacientes adultos
Sul Coreanos

Dose oral Csh Dose intravenosa Csh
Compartimento Compartimento Compartimento
_KF\L. _*’K\"tf_p
Absorgdo Transito Central (V)

-

Fora do organismo

Modelo POPPK final desenvolvido para pacientes adultos submetidos a transplante de células tronco
hematopoiéticas: CL representa clearance, Ky constante de trnsito de compartimento e V é volume de
distribuicéo.

Fonte: Kim et al., 2015.

Para a variabilidade interindividual (11V), o modelo exponencial para clearance
e volume de distribuicdo obtiveram um menor valor da funcdo objetiva, sendo
escolhidos. De todas as covariaveis testada, somente peso corporal foi capaz de
descrever a variabilidade no clearence, obtendo um valor de expoente de 0,419, como

mostra a Equacao 1 (Kim et al., 2015):
CL = 0 (1) x (peso/70)0419 x esp(n(1)) (Eq. 1)

onde CL é o clearance de um paciente especifico que € determinado pelo 6, que € o
valor tipico populacional do CL, pelo peso do paciente (peso) e pelo n(1) que é o desvio
do valor tipico da populacdo para cada individuo avaliado.

A qualidade do modelo desenvolvido foi determinada pela analise dos graficos
de diagnostico, demostrando boa relacdo entre as concentracdoes observadas e as
concentracOes previstas pelo modelo (Figura 7) (KIM et al., 2015), indicando sua

adequabilidade.
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Figura 7. Gréaficos de dispersdo do modelo final obtido
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(a) Grafico da concentragéo prevista populacional (PRED) versus concentracao observada; (b) Gréfico
de concentracao individual prevista (IPRED) versus concentracdo observada.
Fonte Kim et al., 2015.

No trabalho publicado por Wang e colaboradores (2019), foi realizada um
estudo retrospectivo com modelagem popPK em pacientes pediatricos com idade até
16 anos, portadores de sindrome nefrética refrataria, para os quais a CsA foi indicada
como terapia. A dose inicial de CsA administrada por via oral foi de 20 mg a 80 mg por
dia, sendo que as doses sofreram ajuste quando necessario, pois foi realizado o
monitoramento terapéutico. O modelo popPK obtido nesse estudo foi de um
compartimento com absorcdo e eliminacdo de primeira ordem (Figura 8), e 0s
parametros farmacocinéticos obtidos foram clearance aparente (CL/F), o volume
aparente de distribuicédo (Vd/F) e taxa de absorcéo constante (ka) do modelo foi fixada
em 0,68 hl.

Figura 8. Modelo POPPK para CsA

Dose oral CsA Ks

» Compartimento —=»
central

onde ka é a constante de velocidade de absor¢&o e ke é a constante de velocidade de eliminagéo.

Fonte: elaborado pela autora.
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As variabilidades inter e intraindividuais observadas nos parametros foram

analisadas através de modelo de erro exponencial, representado na Equacéo 2:
Pi=T(P) x exp(ni) (Eq. 2)

onde Pi € o valor do parametro individual, T(P) € o valor tipico do parametro na
populacdo e ni que € o desvio do valor tipico da populacdo para cada individuo
avaliado.

As covariaveis testadas para obtencdo do modelo foram: a) caracteristicas
demograficas (idade, sexo, peso corporal e altura); b) exames bioquimicos (bilirrubina,
globulina, albumina/globulina, alanina transaminase, aspartato transaminase,
creatinina, uréia, proteina total e acido biliar total, bilirrubina direta, bilirrubina total); c)
exames hematoldgicos (hematdcrito, contagem de hemoglobina, contagem média de
hemoglobina corpuscular, concentracdo média de hemoglobina corpuscular); d)

medicamentos administrados concomitante.

Foi observado que o clearance aparente dos pacientes € influenciado pelo peso

e pelo uso de espironolactona, de acordo com a Equacéao 3:

CL/F = HCL/F X (WT/70)0'75 X (1 + espironolactona xeespironolactona)

(Eq. 3)

onde CL/F é o clearance aparente do individuo, Ocur € o clearance aparente tipico da
populacdo, WT é o peso do paciente, e a espironolactona pode estar presente na

prescricao do paciente (1 para sim) ou nao (zero para nao).

O volume de distribuicdo aparente (Vd/F) do paciente pode ser estimado com
base na Equacgao 4 (Wang et al., 2019), que leva em consideracao apenas o pesodo
paciente (WT):

Va/p=ov, xWT/70) (Eq. 4)

Os graficos de diagndsticos mostrados na Figura 9 permitem concluir que, para

essa populacéo estudada, o modelo desenvolvido foi adequado. Além disso, o modelo
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€ baseado em alometria, incorporando T(P) com coeficiente alométrico de 0,75 para
o clearance e 1 para o volume de distribuicdo. assim como a administracédo do farmaco
espironolactona teve influéncia no parametro de CL/F, quando administrada
concomitante com CsA, diminuindo a eliminacdo do farmaco para esses pacientes
(WANG et al., 2019).

Figura 9. Gréaficos de diagnéstico do modelo obtido
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(A) Grafico de diagndstico das concentracdes observadas versus as concentracdes populacionais
previstas pelo modelo; (B) Grafico de diagnéstico das concentracbes observadas versus as

concentracdes individuais previstas.

Fonte Wang et al., 2019.

Estudo publicado por Li e colaboradores (2019) determinou um modelo popPK
para pacientes chineses pediatricos submetidos ao TCTH. Nesse trabalho
retrospectivo, 86 criancas com uma média de idade de 8 anos tiveram as
concentracdes do farmaco monitoradas e um total de 1010 amostras de sangue total
foram obtidas. Essas criangas recebem, a cada 12 horas, uma dose de 2-3 mg/kg por
infusdo continua de 2 horas visando manter as concentracdes terapéuticas de CsA
entre 150-250 ng/mL e, quando as condi¢cfes clinicas foram favoraveis, a via de
administracao foi alterada para oral. O modelo popPK obtido para essa populacao foi

de um compartimento, como mostrado na Figura 8.
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As covariaveis testadas foram: a) caracteristicas demograficas (sexo, idade,
peso corporal, indice de massa corporal (IMC); b) exames laboratoriais (hematécrito,
albumina, creatinina sérica, bilirrubina total (BILt), alanina transferase, aspartato
transferase, taxa de filtracdo glomerular); c) dias pos operatoério; d) tipo de doenca; e)

medicamento administrado concomitante; polimorfismo para CYP.

De todas as covariaveis testadas, peso (WT), o nimero de dias pés-operatério
(POD), o polimorfismo da CYP450 no nucleotideo CYP3A4 * 1 G, a taxa de filtracao
glomerular (eGFR) e a administragcdo concomitante de antifingicos azolicos (TAF)

tiveram influéncia no parametro de CL, conforme equacéo 5 (LI et al., 2019).
CL;=CL,o, x (WT/70)%75 x (1= 6 pypq x TAF) x (1
— (POD —9) x (O7pp_c; ) x (eGFR/172.46)0°6FR~CL x eni
(Eq. 5)

Se houver mutacdo no nucleotideo CYP3A4*G CC, CLi= CLi x 0.984. Se a
mutacdo for em CYP3A4*G TT ou CYP3A4*G CT, CLi= CLi x 1.22. Quando
administracdo concomitante com antifangicos azolicos, TAF = 1, ndo havendo

administracéo, TAF =0.75 L x h1 x Kg* é a normalizacdo do peso em CL.

A Figura 10 mostra que ha um efeito da idade no paramento de CL e quando

aplicado a normalizac&o por peso, essa influéncia da idade desaparece.

Figura 10. Comparacéo da covariavel idade no parametro de CL
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(A) Grafico da distribuicdo do parametro de CL versus idade; (B) grafico da distribuicdo de CL apés a

normalizagdo por peso versus idade.
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Fonte: Li et al., 2019.

As covariaveis de peso (WT) e dias pos-operatoério (POD) tiveram influéncia no

Vd, conforme equacéao 6.

Vdi = Vdpop x (WTi/70) x (1 — (POD — 9) x Opop-v) x em (Eq. 6)

Através dos graficos de diagnostico obtidos (Figura 11) € possivel concluir que

o modelo final obtido descreve adequadamente essa populacao.

Figura 11. Gréficos de diagndstico do modelo obtido
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Gréficos de dispersdo do modelo final: (a) concentracdes observadas (DV) versus concentracdes

preditas (PRED) no modelo populacional. (b) DV versus PRED individuais.

Fonte: Li et al., 2019.

Dessa forma, os trés trabalhos obtiveram modelos popPK para CsA que
descreve de maneira adequada as populacdes investigadas, o que foi demostrado
através dos graficos de diagnostico. Entre as covariaveis analisadas, as
caracteristicas demograficas esta presente em todos os trabalhos e o peso corporal,
mesmo em populacdes distintas, apresentou uma influéncia nos parametros
farmacocinéticos do farmaco, mostrando assim que a dose da CsA deve ser calculada

levando em consideracao o peso corporal do paciente.

Outra covariavel estudada nos trés trabalhos foi a interacéo farmacolégica com

medicamentos que inibem/induzem a CYP. Somente no trabalho de Kim e



colaboradores (2015) nenhum medicamento apresentam influéncia nos parametros

farmacocinéticos.

Podemos ver que mesmo utilizando o mesmo farmaco, estudos em populacées
adultas e estudos em populacdes pediatricas apresentam diferencas nos modelos
popPK obtidos. Desta forma, ensaios clinicos realizados em pacientes pediatricos
apresentam maiores limitacdes, por isso dados da CsA nesse grupo de pacientes
submetidos ao TCTH sdo mais limitados, mas nem assim deve-se aplicar um modelo
popPK obtido para pacientes adultos em pacientes pediatricos, pois isso pode ser

prejudicial ao tratamento do paciente.

Os resultados também mostram que, na mesma faixa etaria, modelos popPK
diferentes poderdo descrever a farmacocinética da CsA para populacdes distintas.
Nesse sentido, € importante avaliar qual o modelo mais adequado para descrever a
farmacocinética dos pacientes da populacdo onde se pretende realizar o MTF, pois
diferentes covariaveis poderdo influenciar as concentragbes do farmaco

especificamente naquela populacdo (ZOHREH; B, 2011).

Neste contexto, essa dissertagao objetivou desenvolver um modelo popPK para
0 monitoramento terapéutico do imunossupressor CsA em pacientes pediatricos
submetidos ao TCTH no HCPA.
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Abstract

Background: The success of organ transplantation is attributed to
immunosuppression therapy. Cyclosporine A (CsA) is used in both solid organ
transplantation and allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (HSCT) to
prevent graft-versus-host disease (GVHD) in adults and children. The high
pharmacokinetic variability, the narrow therapeutic window and the serious and
irreversible adverse effects turn CsA a candidate for therapeutic drug monitoring
(TDM). Population pharmacokinetic modeling (popPK) is an excellent resource in TDM
because it allows the determination of drug’s inter-individual sources allowing for an
optimal therapy individualization. Methods: In this study, a popPK model for CsA in
pediatric patients (1-18 years) submitted to allogeneic HSCT at the Hospital de Clinicas
de Porto Alegre (Brazil) is reported. For prevention of GVHD, patients received a dose
of 2-4 mg/kg by continuous infusion for 24 hours and when the spinal cord grafting
occurred, the doses were switched to 2-4 mg/kg BID oral dosing. Whole blood samples
were collected 4-5 days after the start of treatment until the route of administration was
changed. Results: The population pharmacokinetic analysis, conducted in the
NONMEM®v. 7.4, resulted in a one-compartment model with first-order absorption and
elimination. The pharmacokinetic parameters obtained from modeling were clearance
of 9.75 L/h, volume of distribution of 16.9 L, absorption rate constant of 0.55 h'* and
bioavailability of 69%. Conclusions: The high bioavailability estimated for CsA and
the low volume of distribution, compared with previous reports, demonstrate the
importance of pharmacokinetic investigation for each target population and point to the
need to adapt the protocol for using CsA in the investigated pediatric population.

Key words: Cyclosporine A, hematopoietic stem cell transplantation,
pharmacokinetics, popPK model, bioavailability.
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Introduction

Immunosuppressants are the basis for the success of organ transplantation, as
their action decreases or suppresses the patient's immune response, preventing
rejection of the transplanted graft. Since the 1980s, when ciclosporin A (CsA), the first
immunosuppressant in the calcineurin inhibitor class, had its most pronounced use,
there was an increase in graft survival, decreasing the morbidity and mortality of these
patients, both in organ transplantation solids, as in hematopoietic stem cell
transplantation (HSCT).

In hematopoietic stem cell transplantation, graft-versus-host disease is largely
responsible for the morbidity of patients, and may progress to graft rejection. The use
of CsA can lead to 30% less development of graft-versus-host disease (GVHD) when
compared to other immunosuppressants®®, Besides its benefits, CsA induces serious
toxicities, such as nephrotoxicity, which can be acute or chronic. Every patient using
CsA has a slight renal decrease and with the decrease or suspension of the dose,
this lesion can be reversed. With less incidence, but with relevance, the drug can also

induce hepatotoxicity, neurotoxicity, hypertension, among others*67,

The concentration range considered ideal for CsA is very narrow, varying
between 0.1 — 0.4 mg/L in blood. These limits can be different depending on the age
of the patient, the type of transplant and the analytical methodology used®. Minor
changes in concentrations result in sub-therapeutic blood levels and optimal
suppression of the immune system will not occur while concentrations above the upper
limit may induce serious and irreversible toxicities®1°. In addition, CsA has high intra
and interindividual pharmacokinetic variability, it is extremely metabolized by CYP3A4
and CYP3AS and it is substrate o the glycoprotein - P (P-gp). Another relevant factor
in the pharmacokinetics of CsA is the low oral bioavailability (16 - 50%), therefore,
the oral dose of the drug is administered twice the intravenous dose, so that the

blood levels of the drug remain within the therapeutic range®-811,

Despite all risks of serious toxicities CsA is used in pediatrics to treat aplastic
anemia, idiopathic nephrotic syndrome, autoimmune diseases, and also in preventing
graft rejection in solid organs transplantation and hematopoietic stem cell
transplantation>=15. The treatment used in adults can be ineffective or harmful in
children due to physiological differences in these two groups®. The drug intra and
inter-individual variability in children, due to enzyme and transporters maturation can

be even more pronounced that in adult patients.
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These characteristics of CsA show the need for therapeutic monitoring in the
clinical routine, aiming at individualizing the dose in order to maintain a balance
between the concentrations necessary to obtain the clinical effect and not achieve

the toxic effect 31718,

At the Hospital de Clinicas de Porto Alegre, the clinical hematology service
follows a standard protocol for preventing acute GVHD in pediatric patients
undergoing allogeneic HSCT with CsA as immunosuppressant. Drug administration
begins 2 days before transplantation (D-2) as 2 mg/kg by continuous infusion over 24
hours and the regimen is maintained until the clinical conditions indicate engraftment
has been reached, which occurs between D+21 and D+28. From that moment on,
infusion is switch to oral route with doubled dose divided in two daily administration,
due to CsA low oral bioavailability. Blood sampling is collected periodically for
therapeutic drug monitoring aim of maintaining CsA concentrations between 100-400
ng/mL, however the dose adjustments are performed empirically. For concentrations
below 100 ng/mL, the dose is increased in 50%; for concentrations between 400-500
ng/mL, dose in reduced in 25%; and for concentrations between 500-600 ng/mL,
infusion is stopped for 12 hours and resumed in with a 50% decreased dose. In this
protocol, CsA is combined with methotrexate for GVHD prophylaxis. This combination,
first proposed by Powles et al (1980), is still better than monotherapy in pediatric

patients?®20,

The empirical monitoring does not consider relevant information for therapy
individualization such as demographic data, concomitant administered
inducing/inhibiting drugs, genetic factors, clinical information that can explain CsA
variability among patients. Likewise, the CsA therapeutic monitoring using traditional
methods  based on the determination of thearea under blood/concertation time
curves (AUC) reduced (4 hour) or complete (12 hours) after the oral dosing does not
allow for more individualized therapy adjustments *¥21, These two methodologies
present a series of limitations in the pediatric population undergoing HSCT, in
addition to not considering the sources of variability that may influence the response
to CsA®,

Population pharmacokinetic modeling (popPK) is a great ally in TDM. Through
popPK equations built based on the population where it will be used, the sources of
inter- and intra-individual variability are determined??23, allowing for a finer dose

adjustment for patients treated by the service.

Currently, there are no reports in the literature that describe CsA population
pharmacokinetic based on data from Brazilian pediatric population submitted to
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allogeneic HSCT. In this context, the objective of this study was to develop a
population pharmacokinetic model (popPK) for the therapeutic monitoring of the
immunosuppressant CsA in pediatric patients undergoing HSCT at a public hospital in
Brazil, Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), viewing to contribute to better

management of the drug in these population.

Methods

Patients and CsA dosing regimen

This study was approved by the Research Ethics Committee (REC) of the
Federal University of Rio Grande do Sul (UFRGS) and the Hospital de Clinicas de
Porto Alegre - Porto Alegre, Brazil (protocol #3.312.727). The pediatric patients (age
< 18 years old) who were submitted to hematopoietic stem cell transplantation at
the Hematology Service between June 2019 and March 2020 and: 1) were receiving
cyclosporine therapy; 2) whose parents or guardians voluntarily did agree to enroll in
the study, by signing the informed consent and 3) who presents a enough body weight
to blood sampling, were suitable for the study. Children who changed the
immunosuppressive therapy or patients whose blood could not be harvest through the
previously installed catheter were excluded from the study. According to the protocols
approved by the hospital, CsA starting dose was in the range of 2 - 4 mg/kg,
administered as continuous infusion over 24 h. When bone marrow engraftment was

successful, the route of administration was shifted to oral given as 2-4 mg/kg q12 h.

Blood sampling protocol and CsA quantification

Cyclosporine intravenous infusion was begun two days preceding to
transplantation (D-2) and the first blood sampling for drug dosing was collected 4-5
days post-transplantation (D+4 or D+5). Whole blood sampling was sparse during
CsA continuous infusion up to the shift to oral doses. Blood samples were harvest after
the first oral dose at 0.5, 1, 2, 3, 4, 6, 12 h.

Cyclosporine was quantified in whole blood samples by chemiluminescent
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microparticle immunoassay (CMIA) through commercial immunoassay kits in the
Architect Plus ci4100 system (Abbott, Chicago, IL, USA). The analytical method was
previously validated by the Hospital's clinical laboratory and used in CsA monitoring
routine. The analytical method has a lower limit of detection (LOD) of 30 ng/mL and

therapeutic range for this method is 100-400 ng/mL 4.

Pharmacokinetic analysis

Pharmacokinetic analysis was performed using the nonlinear mixed effects
modeling program NONMEM VI (version 7.4.3, Icon Development Solutions, Ellicott
City, MD, USA) together with R (version 1.3, Delaware corporation, Boston, USA) and
Pirana (version 2.9.9, Certara Company, Princeton, New Jersey, USA) software.

popPK Modeling

First-order conditional estimation method with interaction (FOCE+l) was used to
estimate the PK parameters and their interindividual variability (11IV) and residual
variability (RV). The interindividual variability in the PK parameters was evaluated by

using an exponential error model (Eq. 1).

Pi = Ppop. expni Eq. 1

where Pi represents the parameter estimate for the individual log-normally
distributed; Ppop is the typical parameter estimate in the population and nip
denotes the random effect accounting for the individual difference from the typical value
normally distributed with mean 0 and variance Q. Inter-individual variability for PK
parameters was estimated using this exponential model (log normal model), except
for the F where a Logit transformation was used to ensure the individual estimate
remained between 0 and 1.Correlations between random effects were tested.

Residual variability was described with a combined error model on the log scale.
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A total of 63 CsA blood samples were used to build the population
pharmacokinetic model [32 through CsA concentrations observed in five pediatric
patients after continuous infusion (q24h) and 31 concentrations observed at 0.5 h, 1h,
2h, 4h, 6h, and 12h after the first oral dose (g12h), with an average of fifteen blood
samples/patient]. A one-compartment model with first-order absorption and
elimination (ADVAN2 TRANS2) was used to simultaneous fitting of blood
concentrations (Cpb) observed after intravenous or oral administrations (Eq. 2 and Eq.
3):

Cp =22 (Eq. 2)

CL

_ _FDka  ( (-ket) _ ,(-kat)
Ch "~ vd(ka—ke) (e € ) (Eq. 3)

where ko is the maintenance dose, CL is clearance, F is the oral bioavailability, D is the
administered dose per oral route, ka is the absorption rate constant, Vd is the volume
of distribution, ke is the elimination rate constant, and t is time.

The goodness of fit was evaluated by plots of populational and individual-
predicted values vs observed measurements and by evaluating the residuals via
graphical inspection of weighted residuals vs time and weighted nesiduals vs individual
predictions. A visual predictive check (VPC) was evaluated, where the model and its
final parameter estimates were used to simulate 200 concentration-time profiles and
overlay the respective mean and variance estimates with those of the original data to
assess the predictive performance of the model. The final model was obtained by
testing several structural models that were compared using the reduction on objective
function value (OFV), precision of the parameter estimates, physiological
meaningfulness of parameter estimates, visual assessment goodness-of-fit plots and
VPCs.

Simulations

By using thepopPK model developed, simulations of plasma pharmacokinetics

profiles observed in one-hundred pediatric patients with different values of
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bioavailability (F = 0.3, F = 0.5 or F = 0.8) were performed, to investigated the effect

of bioavailability on CsA blood concentrations following oral dosing.

Based on previously reported studies with CsA, patients’ medical recorded were
used to collect information about age, body weight, height, gender, cell source, type
donor, serum creatinine concentration, glomerular filtration rate, and concomitant
medication, to investigate as possible sources of variability in the pharmacokinetic
parameters of CsA2>26, Besides methotrexate, other drugs used by the patients were
ganciclovir, acyclovir, carvedilol, captopril, furosemide, fluconazole, voriconazole,

sulfamethoxazole + trimethoprim and mycophenolate mofetil.

Results

Five children were eligible for this population pharmacokinetic study with
mean age of 7.4 + 5.6 years and mean body weight of 30.2 + 19.6 kg. Patients’

demographic information are presented in Table 1.
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Table 1.

Patient’s demographics.

Patients Age Gender Weight (kg) Height Plasma GFR* Ethnicity Drugs in Cell Type
(years) (M/F) (cm) Creatinine (mL/min/1.73 (B/C) association** source*** donor***x
(mg/dL) m2)

1 2 F 12.2 80 0.17 194.35 C 1,3,4,7,8 3 UNR
2 10 M 33.8 143 0.77 77.24 C 2,6,8,9 1 UNR
3 15 M 56.4 144 0.69 100.56 C 2,5,6,8 1 REL
4 8 M 38.2 136 0.53 105.98 B 2,5 3 REL
5 1.8 M 9.5 78 0.38 84.77 C 2,3,5,6,7 3 UNR
Average * SD 74+56 30.2+19.6 | 116.2+34.1 | 0.508+0.24 | 112.6 £47.2

Calculated by Schwartz equation (2009)?’. Ethnicity: B = black and C = Caucasian.

**Drugs in association: 1 = Ganciclovir, 2 = acyclovir, 3 = carvedilol, 4 = captopril, 5 = furosemide, 6 = fluconazole, 7 = voriconazole, 8 =

sulfamethoxazole + trimethoprim, 9 = mycophenolate mofetil.

***Cell source: 1 = Bone marrow, 2 = umbilical cord, 3 = peripheral blood.

****Type donor: REL = related; UNR = unrelated.




The pharmacokinetic parameters determined by modeling are shown in Table
2. The degree of inaccuracy (RSE) was less than 30 - 40% for all parameters
suggesting that the parameters estimated by the model presents adequate accuracy

and the results can be reliable.

Interindividual variability (1) was attributed in CL and F, according to Eq. 4 and

5, respectively, and a lower objective function value (OFV) was obtained:

CL= TVCL*EXP(ETA(1)) (Eq. 4)

F=EXP(LOG(TVF/(1-TVF)+ETA(2))/(1+EXP(TVF/(1-TVF))+ETA(2))) (Eq. 5)

where TVCL is the typical value of CL in the population and ETA 1 is the interindividual
variability observed on this parameter; TVF is the typical value of F in the population,
LOG is logit transformation used for parameters that have theoretical upper and lower
bounds, in this case between zero and one and ETA 2 is the interindividual variability
observed on this bioavailability. None of the covariates investigated could explain the

variability observed.

Table 2. Parameter estimates on the final CsA population PK model.

RSE Inter-individual RSE

Parameter Estimate (%) variability (%)
CL pop (L/h) 9.75 18 0.15 72
V pop (L) 16.9 28 NA NA
ka pop (hl) 0.548 27 NA NA
Fpop (%) 68.6 15 0.865 95
Residual variability
Constant error, intravenous 0.07 13 NA NA
Constant error, oral 0.07 27 NA NA
Proportional error, oral 0.193 28 NA NA
Log-likelihood estimation
OFV -219.25 NA NA NA

CL = clearance; V = volume of distribution; ka = absorption rate constant; F = oral
bioavailability; [V = interindividual variability; OFV: objective function value.
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Figure 1 shows the patients CsA concentrations vs time profiles after modeling
the first oral dose. Figure 2 and 3 shows the goodness-of-fit (GOD) plots of the
intravenous data and oral data, respectively.
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Figure 1. Individual CsA concentration vs time after first oral dose profiles of the

patients (20-105 mg g12h). Continuous red lines represent individual predictions;
dashed black lines represent population predictions; circles represent CsA observed

concentrations.

The simulations of the pharmacokinetic profiles with different bioavailability

based on the popPK model are shown in Figure 4.
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Figure 2. Goodness-of-fit plots of the i.v. concentrations for the final population model.

A

intravenous population predictions (PRED) versus intravenous observed

concentration; B = Intravenous individual predictions (IPRED) versus intravenous

observations concentration; C = intravenous conditional - weighted residuals (CWRES)

versus time; D = intravenous CWRES versus theoretical quantile.
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3. Discussion

This study is the first to describe the population pharmacokinetics of CsA in
GVHD prophylaxis in Brazilian children who received allogenic HSCT. Acute GVHD is
more frequent than chronic and it can occur up to thousand days after the transplant3°,
Despite some reports of CsA popPK models for children worldwide, no model was
adequate to describe the data of the pediatric population submitted to allogeneic HSCT
at HCPA, confirming the relevance of investigating the target population before

adopting a strategy to individualize therapies for this immunosuppressive drug.

The popPK model used was adequate to describe the data, as shown in Figure
1, where individual blood concentrations are shown. A reasonably correlation between
observed and predicted data was obtained, considering the small number of patients
and observations used to build the model (Figures 2 and 3). Patients 2 and 3, the older
ones in the group, have profiles distinct from the others, reaching higher blood
concentrations. The pharmacokinetic parameters presented in Table 2 were estimated
with small relative standard error, however, due to the small group of patients, it was
not possible to identify the sources of pharmacokinetic variability. Furthermore, a high
inaccuracy on inter-individual variability (> 40%) in CL e F was determined. Despite

this shortcoming, some reflections about the results can be drawn.

The pharmacokinetic of CsA was better described by one-compartment model
with first-order absorption and elimination, similar to previous reported studies in
pediatric and adult patients. However, in previous studies the popPK model was
developed using fixed absorption rate constant of 0.68 h-' (Wang et al.??) or 1.4 h?
(Sun et al.?®) while in the present study ka, determined by modeling, was found to be
0.548 hl. The absorption rate constant estimated by the popPK model in the present
study was similar to that determined in Chinese children with refractory nephrotic

syndrome??.

The typical CsA clearance determined in the present study was 9.75 L/h, similar
to the clearances determined in previous Canadian pediatric study of allogenic HSCT
(14.8 L/n)0. This estimated value is consistent with those reports indicating that CsA
clearance is in the 0.3 to 0.5 L/h/kg range. Studies with adult patients undergoing
allogeneic HSCT also presented clearances in the same order of magnitude, in the
range of 21.2 L//h/kg and 22.3 L//h/kg?®>3t. Thus, the body weight may have a greater
influence on elimination of CsA than the patient's age.

The volume of distribution estimated by the popPK model in the present study
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was 16.9 L. This value is smaller than the volume of distribution described in Canada
by Sarem et al. (141 L)* and the volume of distribution described in China by Li et al.
(3100 L)%¢. Volumes of distribution for adults are generally high, such as 460 L,
reported by Kim et al.?> and 605 L, reported by Xue et al.3?. Yee et al.®3 reported that,
due to the high hematocrit in children, especially after HSCT, CsA volume of
distribution is expected to be smaller than that observed in adults (3-5 L/kg), especially
because CsA is highly bound to erythrocytes. Therefore, an increase in hematocrit in
children undergoing HSCT, there will be more drug available in the blood and less drug
available in the tissues. Thus, our volumes of distribution becomes more coherent than
those reported previously for pediatric patients®!. Even though literature CsA volume
of distribution in children is rarely reported, the volume of distribution estimated in the

present work is more coherent than the value reported previously by Li et al?® (3100L).

Finally, CsA bioavailability estimated by the popPK model was ~69%. Previous
studies in children reported bioavailabilities between 10-60%, although Kim et al®
estimated a bioavailability of approx. ~ 81% in Chinese patients. High oral
bioavailability for CsA, in the range of 70% to 80% was already reported for adults
submitted to HSCT 14.2532.34,

Patients’ demographic information were tested as covariates in this study, but it
was not possible to feature parameters variability to any of the covariates investigated,
due to the small number of patients enrolled. In population PK studies, when a small
number of patients (< 50) is investigated, it is not appropriate to perform an analysis of
covariates, even if they have characteristics relevant to the study, because it generates
a high selection bias®>3¢, In this context, although weight is generally described as a
covariate on volume of distribution?6:37, and weight, days after transplantation, use of
CYP inhibitor/inducer drugs are described as covariates on clearance!4262° in the
present study these covariates did not reduced the OFV and they were not included in

the final popPK model.

Using the popPK model, simulations were performed viewing to investigate the
impact of oral bioavailability on CsA blood concentrations. When CsA bioavailability is
30%, a 2 mg/kg dose reaches the lower limit of the target therapeutic range (0.1- 0.4

mg/L), but does not last for 12 hours (Figure 4A), which is the dosing interval adopted.

This dose can lead to therapeutic failure. Because CsA follows linear
pharmacokinetics, a dose of 4 mg/kg, according to HCPA’s protocol, would reach
adequate concentrations for longer time, but not long enough to allow for a BID dosing.
With a bioavailability of 50% (Figure 4B), 2 mg/kg dose reaches therapeutic

concentrations, but it also does not last for 12 hours. If a 4 mg/kg is used, peak and
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through blood concentrations would fall out of the therapeutic range. If bioavailability
were 80%, the concentrations obtained would exceed the therapeutic limit for longer
period of time and 12 hours through would still be sub-therapeutic (Figure 4C). In this
scenario, a 4 mg/kg dose would certainly lead to toxicity. Therefore, it is extremely
important to know the actual bioavailability of the drug in the population attended by
the service to correctly prevent acute GVHD and intoxication and achieve therapeutic

success through individualized doses.

The protocol adopted by HCPA’'s Hematology Service specifies that the initial
oral CsA dose should be twice the intravenous dose. However, with an oral
bioavailability of around 70%, this practice can induce toxicity in patients. The
bioavailability observed points to the need of reviewing CsA dosing protocol in pediatric

allogeneic HSCT adopted by the Hospital.

Conclusions

This first report of a CsA popPK model for Brazilian pediatric patients attended
in a clinical hospital at the south of Brazil and demonstrated the importance of
describing the drug’s pharmacokinetics for each target population considering that
different factors can contribute to drug absorption, disposition and elimination. A
smaller volume of distribution and a higher bioavailability were observed in the group
investigated in comparison to previous reports in children indicating that the protocol
of doubling the dose when shifting from intravenous to oral regimens could lead to

intoxication.

The findings of the present study should be viewed as a preliminary investigation
of CsA pharmacokinetics in Brazilian children, indicating the need of bigger study which

design will benefit from the present results.
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5. CONCLUSOES

e Os resultados obtidos neste projeto, apesar do pequeno tamanho amostral,
confirmaram a necessidade de desenvolver-se modelo popPK para CsA em
pacientes pediatricos brasileiros submetidos TCTH alogénico, uma vez que 0s
modelos descritos na literatura ndo relatam pardmetros farmacocinéticos
semelhantes aos obtidos neste trabalho, especialmente volume de distribuicdo e
biodisponibilidade;

e Em funcéo da biodisponibilidade determinada neste estudo (~70%), os resultados
deste projeto indicam a necessidade de rever o protocolo das doses orais de CsA
em pacientes pediatricos submetidos a TCTH no HCPA, uma vez que
concentracOes fora da janela terapéutica podem ser obtidas no pico e no vale de
12 horas com as doses atuais;

e Apesar de inéditos, os resultados deste projeto devem ser vistos como preliminares,
apontando para a necessidade de um estudo com um tamanho amostral maior, que
possibilite confirmar os achados aqui relatados. O modelo popPK desenvolvido

pode ser usado para auxiliar no desenho desse proximo estudo.
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