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RESUMO

O metotrexato (MTX) € um agente quimioterapico que compde os protocolos
de tratamento da Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) para pacientes pediatricos. Este
farmaco esta sujeito ao monitoramento terapéutico devido a sua alta variabilidade
farmacocinética e o risco de toxicidade quando concentracdes altas estdo fora da
janela terapéutica. Objetivos: Desenvolver um modelo farmacocinético populacional
(popPK) para o MTX em pacientes pediatricos brasileiros com LLA atendidos no
Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Métodos: O modelo foi desenvolvido utilizando
o software NONMEM 7.4 (Icon®), subrotinas ADVAN3 TRANS4 e o método de
estimativa FOCE-I. Para explicar a variabilidade interindividual, avaliamos covariaveis
a partir de dados demogréficos, dados bioquimicos e informacfes genéticas de
polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP) de genes relacionados ao transporte e
metabolismo de farmacos nesta populacdo (Comité de Etica n° 4.260.110). Um
modelo de dois compartimentos foi construido usando 483 concentracfes de 45
pacientes (0,33—-17,83 anos) tratados com MTX (0,25-5 g/m?) em diferentes ciclos. A
depuracédo de creatinina (crCL) e uma estratificacéo de baixo indice de massa corporal
de acordo com o z-score da Organizacdo Mundial da Saude (LowBMI) foram

adicionados como covariaveis na depuracéo do MTX:

CL (L/h) = 8,06 x (crCL/mediana®***) x (1 —0,363),0wem;- O  volume  de
distribuicAo do compartimento central e periférico fofam de 27,6 L e 9,20 L,
respectivamente, e a depuracdo intercompartimental foi de 0,226 L/h. A validacao
externa do modelo foi realizada por meio de verificagcao preditiva visual usando dados
de outros 15 pacientes pediatricos com LLA. Conclusao: Um modelo popPK de MTX
foi desenvolvido para pacientes pediatricos brasileiros com LLA, onde a variabilidade
interindividual foi explicada pela funcdo renal e fatores relacionados ao tamanho

corporal do paciente.

Palavras-chave: Metotrexato, leucemia linfoblastica aguda, modelo farmacocinético

populacional (popPK), pacientes pediatricos brasileiros.






ABSTRACT

Methotrexate Population Pharmacokinetic Model for Pediatric Patients with
Acute Lymphoblastic Leukemia attended at Hospital de Clinicas de Porto
Alegre

Methotrexate (MTX) is a chemotherapy agent that compose Acute Lymphoblastic
Leukemia (ALL) treatment protocols for pediatric patients. This drug is subject to
therapeutic drug monitoring due to its high pharmacokinetic variability and safety risk
when it is out of therapeutic window. Objectives: The aim of this work was to develop
a population pharmacokinetic model (popPK) of MTX for Brazilian pediatric ALL
patients attended at Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Methods: The model was
developed using NONMEM 7.4 (Icon®), ADVAN3 TRANS4 subroutines and estimation
method FOCE-I. To explain interindividual variability, we evaluate covariates from
demographic and biochemical data and genetic information of single nucleotide
polymorphism (SNP) of genes related to transport and metabolism of drugs in this
population (Ethics Committee # 4.260.110). Results: A two-compartment model was
built using 483 data points from 45 patients (0.33-17.83 y.0.) treated with MTX (0.25—-
5 g/m2) in different cycles. Creatinine clearance (crCL) and a low body mass index
stratified according to z-score established by the World Health Organization (LowBMI)
were added as clearance covariates: CL (L/h) = 8.06 x (crCL/median®***) x (1 —
0.363),,wemi- Volume of distribution of central and peripheral compartment were 27.6
L and 9.20 L, respectively, and intercompartmental clearance was 0.226 L/h. Model
external validation was perform through visual predictive check using data of other 15
pediatric ALL patients. Conclusion: A popPK model of MTX was develop for Brazillian
pediatric ALL patients, were the interindividual variability was explain by renal function

and factors related to body.

Keywords: Methotrexate, acute lymphoblastic leukemia, population pharmacokinetic

(popPK) model, Brazilian pediatric patients.
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AINES Anti-inflamatérios n&o esteroides

ALL Acute lymphoblastic leukemia

ALP Fosfatase alcalina

ALT Alanine aminotransferase

ASC Area sob a curva

AST Aspartate aminotransferase

BFM Berlin-Frankfurt-Munster

BMI Body mass index

BSA Body surface area

BUN Blood urea nitrogen

CL Clearance

crCL Creatinine clearance

eFGR Filtracdo glomerular estimada

FOCE-I First order conditional estimation with interaction method
FPGS Folilpoliglutamato sintetase

GST Glutathione S-transferase

HCPA Hospital de Clinicas de Porto Alegre
HSP Heat shock protein

ke Constante de velocidade de eliminacao
LLA Leucemia linfoblastica aguda

LLOQ Low limit of quantification

MRP Multidrug resistance proteins

MTHFR Methylenetetrahydrofolate reductase
MTX Methotrexate
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Visual predictive check
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O tratamento do cancer ainda € um dos maiores desafios da medicina, em parte
devido a incidéncia elevada na populacdo (INCA, 2020), em parte devido a
complexidade das diversas neoplasias e dos efeitos indesejados que os tratamentos
guimioterapicos existentes podem causar nos pacientes oncologicos. No caso de
paciente oncoldgicos pediatricos, o desfecho do tratamento pode ser ainda mais
imprevisivel, devido as variagcbes decorrentes da ontogenia, que influenciam a
farmacocinética (PK), alterando as taxas de metabolizacéo e eliminacdo, aumentando
efeitos toxicos e/ou reduzindo os efeitos terapéuticos dos quimioterapicos (LUYCKX
et al, 1985; PEARSON et al, 1991; WINTER, 1994).

Dentre os quimioterapicos mais utilizados em pacientes oncoldgicos pediatricos
estd 0 metotrexato (MTX), que compde protocolos terapéuticos para leucemia
linfoblastica aguda (LLA), que é uma das neoplasia que mais acomete criancas e
adolescentes (INCA, 2018). O MTX € um antifolato que age inibindo de forma
competitiva e irreversivel a diidrofolato redutase (DHFR) e, consequentemente, reduz
a producéo de tetraidrofolato e metiltetrahidrofolato, que sdo doadores de metila para
a timidilato sintetase e purinas, levando a inibi¢cdo da sintese de DNA (CHIBBER et al,
2011; CHAN; CRONSTEIN, 2013). Para tratamento de alguns tumores, o MTX é
administrado em altas doses (>1g/m?), sendo o célculo da dose baseado na area
superficial corporal do paciente (BSA — body surface area) (GAO et al, 2014). Sua
toxicidade € dependente muito mais do tempo de exposicédo do organismo ao farmaco
do que do pico de concentragdo plasmatica resultante da posologia (BLEYER, 1978).
Os efeitos colaterais sdo geralmente hematopoiéticos, como anemia, leucopenia e
trombocitopenia, e também gastrointestinais e hepaticos (GAIES et al, 2012). Em altas
doses ocorre principalmente danos renais devido a producdo do metabdlito 7-hidroxi-
MTX, que se cristaliza no néfron e diminui a taxa de excrecédo renal. Em funcéo disso,
apos a administracdo de MTX, realiza-se o resgate com leucovorina, que compete
com o farmaco na penetracao celular, além de medidas que favorecem a eliminacao
renal, como alcalinizac&o da urina (LEVEQUE et al, 2017). Para assegurar a eficacia
e seguranca do uso do MTX, os hospitais adotam protocolos terapéuticos elaborados
por instituicdes de referéncia internacional ou pelo proprio hospital.

Independente do protocolo utilizado, o monitoramento terapéutico do MTX se
faz necessério devido a estreita janela terapéutica desse farmaco e o fato que a
toxicidade ndo é s6 dependente da concentragdo plasmatica, mas do tempo que

concentracdes elevadas permanecem na corrente sanguinea (tempo de exposicédo ao
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farmaco), ainda mais quando o farmaco é utilizado em altas doses. No tratamento do

cancer, a concentracao plasmatica de MTX deve atingir < 10 uM até no maximo 48

horas apds o inicio do tratamento e, apds esse periodo, deve ficar entre 0,01 a 0,1 uM
apos 72 horas, dependendo da dose que foi administrada (EVANS et al, 1992;
WINTER, 1994).

No monitoramento terapéutico utilizam-se modelos farmacocinéticos que
auxiliam na adequacdo do regime terapéutico, através da determinacdo de
parametros farmacocinéticos como tempo de meia-vida (t12), constante de velocidade
de eliminacdo (ke), clearance (CL), volume de distribuicdo (Vd), que descrevem o
comportamento do organismo em relacdo ao farmaco administrado (WANG;
FUJIMOTO, 1984; LUYCKX et al, 1985; PEARSON et al, 1991; PIGNON et al, 1994;
HIJIYA et al, 2006; LEVEQUE et al, 2017). Esses parametros estdo sujeitos a
variacbes intra e inter-individuais, que acontecem ainda mais em pacientes
pediatricos, devido a variacGes de idade, altura, peso, area corporal, maturacdo dos
sistemas de metabolismo e transporte, género (ANDERSON et al, 2006; TAGEN;
STEWART, 2014), polimorfismos em genes envolvidos no metabolismo, transporte e
mecanismo de acdo desse farmaco (MATTIA; TOFFOLI, 2009; LUI et al, 2018),
condicBes de saude do paciente e interacdo com medicamentos de uso concomitante
(PFIZER, 2019). Para isso, na literatura existem alguns estudos de modelagem
farmacocinética populacional (popPK) para o MTX em pacientes adultos (WANG;
FUJIMOTO, 1984; PIGNON et al, 1994) e pediatricos (WANG; FUJIMOTO, 1984;
PEARSON et al, 1991; HIJIYA et al, 2006), que tentam atribuir fontes de variabilidade
(covariaveis) aos parametros do modelo farmacocinético, gerando parametros PK
populacionais. A inclusdo dessas covariaveis pode trazer maior aproximacao dos
parametros do modelo a realidade do paciente, favorecendo um melhor desfecho
clinico.

O modelo populacional busca auxiliar no monitoramento terapéutico de uma
populacdo especifica, ja que para sua construcdo sao usadas concentracdes
plasmaticas e caracteristicas dos individuos que participaram do estudo. Sendo
assim, os modelos podem variar entre diferentes paises, cidades e até mesmo entre
diferentes hospitais (ODOUL et al, 1999; AUMENTE et al, 2006; THOMPSON et al,
2006; COLOM et al, 2009; KOTNIK et al, 2011; HUI et al, 2018). Como nao ha estudo
relatando a farmacocinética do MTX em pacientes pediatricos brasileiros, este projeto
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tem como objetivo desenvolver um modelo farmacocinético populacional para o
farmaco, através de dados retrospectivos obtidos de pacientes pediatricos com LLA
submetidos aos protocolos de tratamento quimioterapico utilizados pelo Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA).






2. OBJETIVOS
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2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver modelo popPK para o MTX através de dados esparsos
retrospectivos obtidos de pacientes pediatricos com LLA, submetidos aos protocolos
de tratamento quimioterapico utilizados pelo HCPA.

2. 2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para atingir esse objetivo, 0s objetivos especificos deste projeto foram:
I.  Coletar nos prontuarios os dados de concentracdo plasmatica do MTX

nos diferentes ciclos de quimioterapia dos pacientes pediatricos com
LLA participantes do estudo bem como dados demograficos,
bioquimicos e genéticos desses pacientes;

II. Construir uma base de dados (data sets) para possibilitar o
desenvolvimento do modelo popPK para o farmaco;

[ll.  Construir o modelo farmacocinético estrutural utilizando o software de
regressao nao-linear de efeitos mistos NONMEN;

IV. Investigar o impacto de covariaveis demogréficas, bioquimicas e do
polimorfismo genético nos parametros farmacocinéticos;

V. Realizar a validacao externa do modelo popPK utilizando dados de outro

grupo de pacientes.

Os resultados desta dissertacéo estédo apresentados na forma de artigo que

sera submetido para publicacao.






3. REFERENCIAL TEORICO
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3.1 CANCER INFANTIL E LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA

O cancer, de forma geral, € uma doenca caracterizada por uma proliferacéo
exagerada de células anormais e disfuncionais que ocorre devido a muta¢des nao
corrigidas no ciclo celular, podendo ocorrer em qualquer parte do organismo
(American Cancer Society, 2019). Segundo a Organizacdo Mundial e Saude (WHO,
2019), o numero de novos casos de cancer registrados anualmente é de 14 milhdes
no mundo todo. Além do mais, a previsao € que esse numero aumente em 70% nos
proximos vinte anos, devido a exposi¢cdes a agentes cancerigenos no ambiente e
habitos de vida danosos a saude, como obesidade, tabagismo e alcoolismo,
principalmente nos paises subdesenvolvidos, onde h& escassez de recursos (OPAS,
2020). No Brasil, o cancer é a primeira causa de morte por doenca (8% do total) entre
criangas e adolescentes de 1 a 19 anos (INCA, 2020).

As neoplasias em criancas e adolescentes sdo predominantemente de origem
embrionaria e, geralmente, afetam as células do sistema sanguineo e os tecidos de
sustentacao. Por isso, a LLA é um dos tipos de cancer que mais acomete criangas e
adolescentes (American Cancer Society, 2019). A leucemia tem origem nas mutacoes
gue ocorrem durante a hematopoese, podendo ocorrer na linhagem mieloide ou
linfoide. A linhagem linfoide se subdivide em linfécitos T ou B, sendo a tipo B mais
comum em populagdes de origem hispanica (DORES, 2012). Apesar da LLA ser mais
comum em criancas de 2 — 5 anos de idade, o progndstico é muito melhor para elas
do que para adultos, levando a uma incidéncia de sobrevida muito maior. Porém, cerca

de 20% desses pacientes sofrem recidivas.

3.2 METOTREXATO

3.2.1 Importéncia na Clinica

O MTX é um farmaco largamente utilizado no tratamento do cancer, compondo
varios protocolos terapéuticos, por isso, compoe a lista de medicamentos essenciais
elaborada pela Organizacdo Mundial de Saude (WHO — World Health Organization,
2019). O MTX como quimioterapico, além de ser usado no tratamento de leucemias,
também é empregado no tratamento do osteosarcoma, linfoma nao-Hodgkin, linfoma

de Burkitt, cancer de bexiga e de mama, e tem uso off-label em certos tumores
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cerebrais (HUENNEKENS, 1994). O farmaco também € utilizado no tratamento da
psoriase, na artrite reumatoide (WESSELS et al, 2007), na granulomatose de Wegner,
na doenca de Crohn (HERFARTH et al, 2012) e como imunossupressor em
transplante halogénico de células tronco hematopoiéticas (GORI et al, 2009). Seu
emprego contra diferentes patologias depende de sua dosagem: para 0s protocolos
quimioterapicos sao utilizadas altas doses (£ 50 mg/semana) e como
imunossupressor e anti-inflamatorio sdo usadas doses baixas (5 a 25 mg/semana)
(BARBISSAN, 2014; TAGEN; STEWART, 2014).

3.2.2 Mecanismo de acao

O MTX é um antifolato que age inibindo de forma competitiva e irreversivel a
DHFR e, consequentemente, reduz a producdo de tetraidrofolato e
metiltetrahidrofolato, que sdo doadores de metila para a timedilato sintetase e purinas,
levando a inibicdo da sintese de DNA (HUENNEKENS, 1994; CHIBBER et al, 2011,
CHAN; CRONSTEIN, 2013). Esse medicamento tem uma estrutura analoga ao acido
félico, cuja afinidade pela DHFR é 300 a 1000 vezes maior do que a dos folatos
(CHIBBER et al, 2011). Esse mecanismo confere ao MTX suas propriedades
antineoplasicas, sendo mais ativo contra células que se multiplicam mais rapidamente,
ja que seus efeitos citotdxicos ocorrem primeiramente na fase S do ciclo celular. Como
a proliferagdo celular nos tecidos malignos é maior do que na maioria dos tecidos
normais, o MTX pode prejudicar o crescimento maligno sem causar danos
irreversiveis aos tecidos normais. Como resultado, tecidos em proliferacéo ativa, como
células malignas, medula 6ssea, células fetais, mucosa bucal e intestinal e células da
bexiga urinaria sdo, em geral, mais sensiveis aos efeitos de inibicdo da DHFR pelo
MTX (PFIZER, 2019).

3.2.3 Farmacocinética do MTX

O MTX é administrado geralmente pelas vias intravenosa, intramuscular e
parenteral, isso porque, pela via oral, a absor¢céo é saturavel devido ao transportador
de folato reduzido (RFC — reduce folate carrier), na porgdo proximal do jejuno
(MURAKAMI; MORI, 2012). O farmaco é cerca de 46,5 % ligado a proteina plasmatica
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em pessoas saudaveis (PAXTON, 1981). Quase ndo é metabolizado, sendo cerca de
80% excretado inalterado por via renal, através de filtracdo glomerular e secrecéo
tubular ativa. Apenas 3% da dose é excretada na forma do metabdlito 7-
hidroximetotrexato, em até 24h apdés a administracdo da dose (SEIDEMAN et al,
1993). Dessa forma, o clearance do MTX tem forte influéncia do clearence de
creatinina (CLcr).

Seu perfil farmacocinético segue modelo de dois compartimentos, sendo as
meias-vidas de distribuicao (t12a) e de eliminacao (tu2 ) descritas por farmacocinética
nao-linear. O volume de distribuicdo, composto por volume no compartimento central
(Vc) e volume da fase de eliminacao (Vdg), também néo € linear, ja que o transporte
para os tecidos é saturavel. Em adultos, os valores desses parametros
farmacocinéticos sado: ti2 a = 3 h se concentragéo plasmatica do MTX > 0,5 mM, ti2 3
= 10 h se a concentracdo plasmética < 0,5 mM, Vc = 0,2 L/kg e Vdarea = 0,5-1 L/kg
(EVANS et al, 1992; WINTER, 1994). Porém, se sabe que esses valores podem ser
diferentes em pacientes pediatricos e mudar sob influéncia das condi¢des clinicas do
paciente como obesidade, insuficiéncia renal e presenca de ascite, que fazem o MTX
se depositar em um terceiro compartimento; uso concomitante de outros
medicamentos, que podem alterar pH urinario ou competir com o MTX por
transportadores; dose empregada no tratamento, que pode levar a saturacdo de
transportadores para os tecidos; e caracteristicas intrinsecas dos individuos como
idade, peso, altura e polimorfismos em genes relacionados ao transporte do farmaco
(ANDERSON et al, 2006; MATTIA; TOFFOLI, 2009; TAGEN; STEWART, 2014; LUl et
al, 2018).

E sabido que a eliminacdo do MTX é influenciada pela participacdo de
transportadores de membrana, presentes nas células alvo, nos hepatécitos e nos
enterocitos, que se comunicam com a corrente sanguinea, e também nas células
renais, por onde passa para ser eliminado pela urina. Portanto, alteracfes no genotipo
em genes que codificam para esses transportadores, como polimorfismos de um Unico
nucleotideo (SNP - single nucleotide polymorphism) podem ser a causa para
alteracdes na disposicéo e eliminacdo desse farmaco. Muitos representantes dessas
familias ja tiveram variantes genéticas associadas a toxicidade e reducdo da
eliminacdo, assim como também a reducdo do risco de toxicidade e aumento na

eliminacao do MTX.
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Os principais transportadores que participam do transporte do MTX séo os da
superfamilia SLC (solute carrier), também conhecida como RFC (reduce folate
carrier), e os da superfamilia ABC (ATP-binding cassette). Como exemplo de
associacdo com toxicidade ou reducédo da eliminacdo do MTX podemos citar o gene
SLC19A1 (RFC1) (KISHI et al, 2007; GREGERS et al, 2010; PARK et al, 2016;
KOTNIK, et al 2017) e o gene SLCO1B1 (RADTKE et al, 2013; YANG et al, 2017;
SCHULTE et al, 2021), dos carreadores de folato reduzido. Os genes dos
transportadores de efluxo ABCC1 (HEGYI et al, 2017), ABCC2 (HEGY!I et al, 2017),
ABCC4 (HOED et al, 2014), cuja familia € conhecida por codificar para proteinas de
resisténcia a multiplos farmacos (MRP — multidrug resistance proteins), e 0s genes
ABCB1 e ABCG2 (LUI et al, 2018) também foram associados a sintomas de toxicidade
e alteracdo da eliminacdo do MTX. Outros genes que podem estar relacionados a
eliminacdo do MTX sao os envolvidos na metabolizagdo do farmaco. Os genes
relatados na literatura sdo os que codificam para as enzimas folilpoliglutamato
sintetase (FPGS) (HUANG et al, 2016), DHFR e metileno tetrahidrofolato redutase
(MTHFR) (KOTNIK et al, 2011), que participam de vias de metabolizacao intracelular
do MTX.

3.2.4 Influéncia da ldade na Farmacocinética do MTX

Weng e Fujimoto (1979), observaram que pacientes pediatricos entre 5 e 17
anos com osteosarcoma tiveram menores concentracdes de MTX em 6 h e 24 h apos
infusdo do que pacientes adultos, mostrando forte correlacdo da concentracdo com a
idade quando o MTX é administrado em doses altas. Para uma dose de 150 mg/kg, o
coeficiente de correlacdo entre as concentracoes de MTX e a idade dos pacientes foi
de 0,5358 para 38 infusbes em 6 h (P < 0,001) e de 0,3702 para 33 infusdes em 24 h
(P < 0,05). Os parametros farmacocinéticos calculados mostram que a constante de
eliminacdo em criancas € quase o dobro do que a de pacientes adultos, sendo ke =
0,578 h'l e 0,306 hl, respectivamente, indicando que a eliminacdo em criangas é
maior do que em adultos, levando a menores concentracdes plasmaticas em 6 e 24
horas ap6s a dose. Além disso, a constante de troca do compartimento central para o
compartimento periférico também demonstrou ser mais que o dobro em pacientes
pediatricos do em adultos, com ki2 = 0,018 h* e 0,007 h1, respectivamente. O volume

de distribuicdo na fase de eliminacédo também dobrou de valor entre um grupo e outro
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(Vds = 1,1 e 0,5 L/kg, em criancas e adultos). Os autores observaram que a taxa de
excrecao urinaria entre o grupo abaixo de 15 anos e o grupo acima de 18 anos era
distinta, sendo que as criancas excretam cerca de 60 % da dose de MTX durante as
6 h de infusdo e a maior parte do resto dos 40% nas proximas 18 h, ja nos adultos
ocorre o contrario. Nos pacientes envolvidos nesse estudo, a toxicidade se mostrou
mais presente em pacientes adultos. Donelli e colaboradores (1995), avaliaram a
farmacocinética do MTX em criancas com LLA de diferentes idades e observaram que
a area sob a curva (ASC) de adolescentes acima de 10 anos € 60% maior do que as
de criancas abaixo dessa idade, e o CL é significativamente menor em adolescentes,
chegando a um terco do CL de infantes (0.2 vs. 0.6 L/h/kg, P < 0,01).

Corroborando os achados previamente relatados, os resultados de Weng,
Kawakatsu e colaboradores (2019), realizando um estudo de farmacocinética
populacional do MTX, comparando o primeiro ciclo de tratamento de pacientes adultos
e pediatricos com diferentes tipos de cancer — entre eles osteosarcoma e LLA —
mostrou que a ASC, que € a medida de exposicdo do organismo ao farmaco, tem uma
forte correlacdo com a neuro e hepatotoxicidade em criancas e nefrotoxicidade em
adultos. No modelo popPK desenvolvido pelos autores, as covariaveis que puderam
ser incluidas foram a filtracdo glomerular estimada (eFGR) e o numero de ciclos, que
influenciavam o CL, enquanto que a idade e a ALT (alanina aminotransferase,
relacionada a funcdo hepatica) foram covariaveis para V¢, € ALT e a ocorréncia de
osteosarcoma foram covariaveis para o volume no compartimento periférico (Vp).
Sendo que, no caso do CL, a idade s6 deixou de ser uma covariavel porque estava
incluida no célculo da eFGR. Sendo assim, fica claro que a idade dos pacientes é uma
fonte de variabilidade que pode alterar tanto a depuracdo quanto a distribuicdo do
MTX para os tecidos, impactando na toxicidade, tolerancia para altas doses e,

consequentemente, no sucesso do tratamento.

3.2.5 Toxicidade e Medidas de Prevencéo

O MTX nédo € largamente metabolizado pelo figado, porém, alguns
poliglutamatos sao formados como produtos de metabolizag&o: o 7-hidroximetotrexato
(7-OH-MTX), que € o mais produzido, o acido 4-amino-4-desoxi-N10-metilpterdico e o
MTX-poliglutamato (WIDEMANN; ADAMSON, 2006). O 7-OH-MTX é um metabdlito
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de solubilidade baixa, que se deposita no néfron, levando a nefrotoxicidade. Por isso,

durante o tratamento com MTX o pH da urina deve ser alcalinizado para evitar esse

fenébmeno (HOLMBOE et al, 2011). O préprio MTX e seus metabdlitos tentem a se

acumular também no compartimento extravascular, por iSSO que pessoas com

insuficiéncia renal, dano hepatico, ascite ou edema podem ter acimulo do farmaco

num terceiro compartimento e, dessa forma, um ajuste de dose se faz necessario
(EVANS et al, 1992; WINTER, 1994; CHAN; CRONSTEIN, 2013).

Os sinais de toxicidade mais comuns que se manifestam nos pacientes que

fazem uso de altas doses de MTX sao:

Faléncia renal aguda, que leva a necrose tubular, que é bastante rara (2 — 4%),
porém é muito grave. Ocorre principalmente devido ao acumulo de 7-OH-MTX,
podendo levar a necessidade de dialise para a completa eliminacao do farmaco
e seu metabdlito (WIDEMANN; ADAMSON, 2006). Para evitar esse quadro, a

alcalinizacdo da urina e hidratacdo do paciente sdo medidas necessarias.

Neurotoxicidade aguda, que ndo é grave, causando dor de cabeca, nduseas e
vomitos que duram de 12 a 72 horas; subaguda, caracterizada por paraplegia,
disfuncdo cerebral, convulsdo, que podem ocorrer semanas apés a
administracdo do MTX; e crbnica, que ocorre meses ou anos apds o
tratamento, com leucoencefalopatia necrética que € uma progressiva
deterioracdo cognitiva, convulsbes, ataxia, espasticidade e/ou coma. A
neurotoxicidade sé é observada em administracéo intratecal ou intravenosa do
MTX. Devido ao seu mecanismo de acdo, as concentracdes elevadas de
homocisteina no fluido cerebrospinal sdo responsaveis pelo acidente vascular
cerebral (GAIES et al, 2012).

Hematotoxicidade é uma complicacdo séria comumente observada com altas
doses do MTX. Essa toxicidade é decorrente da reducdo do niumero de células
sanguineas, como mielossupressdo e pancitopenia, podendo ocorrer
trombocitopenia, anemia megalobdstica e, ainda mais comumente, leucopenia
(RAJNICS et al, 2017).

Toxicidade cutaneas mais frequentes ao MTX sao ulceracdes na mucosa oral
(mucosite), sensacéo de queimacao na pele, fotossensibilidade, eritema acral,

eritema multiforme, urticaria e vasculite (POZO et al, 2001). Ocorrem
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principalmente quando administradas altas doses de MTX, sendo raro em

baixas doses (ALAYA et al, 2018).

« Gastrotoxicidade séo bastante comuns, com sintomas como vomitos, diarreia
e dores abdominais (GAIES et al, 2012).

« Hepatotoxicidade ocorre devido a uma longa duragéo de exposi¢cédo ao MTX e
sua dose cumulativa, resultando em fibrose ou cirrose (MILLWARD-SADLER;
RYAN, 1974).

« Toxicidade pulmonar com pneumonia ndo é muito comum, porém € bastante
grave, podendo levar a descontinuacao do tratamento com MTX e necessidade
de tratamento com corticoides. Isso ocorre devido a liberacdo de citocinas,
desencadeadas pelo MTX, e consequente recrutamento de células
inflamatérias, como linfocitos e eosindfilos (JAKUBOVIC et al, 2013).

Para evitar esses transtornos que podem afetar diretamente o desfecho clinico,
€ necessario o monitoramento dos niveis plasmaticos de MTX para que assim se
possa fazer o resgate com leucovorina (acido folinico), como estd especificado nos
protocolos terapéuticos. Também € necessario que se evite interacdes
medicamentosas com o MTX. Essas interacdes podem ocorrer com diversos
medicamentos, sendo as mais comuns: anti-inflamatoérios nao esteroidais (AINES) e
salicilatos, que aumentam e prolongam os niveis séricos do MTX (FRENIA et al, 1992);
medicamentos  anti-reumaticos  modificadores da doenca (penicilamina,
hidroxicloroquina ou sulfassalazina) (INOSE et al, 2020); amiodarona; L-
asparaginase; diuréticos; farmacos altamente ligadas a proteinas plasmaticas como
sulfonilureias, &cido aminobenzoéico, salicilatos, fenilbutazona, fenitoina,
sulfonamidas, como trimetoprim e sulfadiazina (KITAOKA et al, 1986), alguns
antibioticos como penicilinas, tetraciclina, pristinamicina, probenecida e cloranfenicol,
e inibidores da bomba de prétons, que séo relacionados a redugéo na eliminacéo do
MTX (BEORLEGUI et al, 2000; PFIZER, 2019).

3.3 TRATAMENTO DA LLA COM MTX

Berlin-Frankfurt-Munster (BFM) €& um protocolo quimioterapico para o
tratamento de LLA que foi elaborado apés diversos estudos, entre 1991 e 2017,
avaliando resultados obtidos de diferentes protocolos previamente propostos
(CONTER et al, 2014; ALL IC-BFM 2009). A determinacdo do tratamento que deve
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ser seguido é bastante complexa, variando de acordo com a gravidade e variantes
genéticas da doenca. Nesse protocolo, diferentes agentes quimioterapicos séo
combinados durante as fases de inducéo, consolidacao, intensificagcdo e manutencao,
tendo como farmacos principais 0s glicocorticoides, vincristina, asparaginase,
antraciclina e MTX em altas doses.

A administracdo de MTX segundo o protocolo BFM 2009 para pacientes de alto
risco (bloco HR-1’) pode ser melhor observado na Figura 1. Esse protocolo comeca
indicando a necessidade que sejam conduzidos os testes de contagem total de células
sanguineas, eletrdlitos, creatinina sérica, nitrogénio ureico no sangue, osmolaridade,
albumina, ALT (alanina transaminase), AST (aspartato transaminase), ALP (fosfatase
alcalina), bilirrubina, urandlise, e, de forma adicional, saturacdo de oxigénio
transcutdneo. Em seguida aos resultados dos exames, comeca 0 primeiro dia de
tratamento, em que 1lh antes da infusdo do MTX inicia-se a hidratacdo do paciente
com NaHCOs (2 mmol/kg) em &gua (2 mL/kg), em seguida passa para uma hidratacao
com 500 mL de NaHCO3 0,45%/glicose 5% aa (ana partes aequales, que significa “de
cada uma mesma quantidade”) + 40 mmol NaHCO3s + 10 mL KCL 7,45%, sendo que
essa hidratacdo segue pelas proximas 72 horas ap0s inicio da infusdo de MTX. O
MTX na dose de 5 g/m? é infundido durante 24 horas, sendo que 1/10 da dose é
administrada nos primeiros 30 min, como dose de ataque. A dose do MTX é calculada
com base na BSA, utilizando a equacdo de DuBois, sendo o equivalente a area
superficial bidimensional da pele do individuo, proporcional ao volume sanguineo
(GURNEY, 1996; GAO et al, 2014). Do primeiro ao terceiro dia de tratamento &
monitorado o pH urinério, que nao pode ficar abaixo de 7. A primeira dose de resgate
com a leucovorina 15 mg/m? acontece 42 horas ap6s inicio da infusdo de MTX e segue
a cada 6 horas até 72 horas. A cada 24 horas é coletado o sangue para avaliacdo dos
niveis plasmaticos de MTX e, assim, determinar a necessidade ou ndo de aumentar
as doses de leucovorina, sendo que a concentracdo do quimioterapico nao deve
ultrapassar valores limite, de acordo com o tempo ap06s inicio da quimioterapia (Tabela
1). Se os niveis de MTX estiverem elevados, a dose de leucovorina adicional é

calculada de acordo com a equagéo 1.

Leucovorina [mg] = concentracdo plasmatica de MTX [umol/L] x peso corporal [kg].
Eqg.1
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Figura 1. Linha temporal de cuidados e monitoramento terapéutico da infusao de alta
dose de MTX estabelecido pelo protocolo BFM 2009 para pacientes de alto risco.

Tabela 1: Concentracdes regulares de MTX no plasma, de acordo com protocolo BFM
20009.

Tempo apos inicio da infusdo de MTX Nivel de corte de MTX
24 h < 150,0 pmol/L

36 h < 3,0 umol/L

42 h <1,0 umol/L

48 h < 0,4 umol/L

54 h < 0,4 umol/L

Apesar de atualmente o protocolo BFM 2009 ser o mais empregado, outros
protocolos existem e sdo usados como referéncia. Ha algumas diferencas entre esses

protocolos, ja alguns séo voltados para diferentes tipos e condi¢des de pacientes. Os
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protocolos BFM 2009 e GBTLI 2009 empregam uma dose de 5 g/m2 de MTX
intravenoso, mas o tempo de infusdo € de 24 horas para BFM 2009, enquanto para
GBTLI 2009 é de apenas 6 horas de infusdo. A dose de acido folinico é administrada
42 horas apos o inicio da infusdo de MTX no protocolo BFM 2009, enquanto para
GBTLI 2009 inicia-se a leucovorina 36 horas ap0s o inicio da infusdo de MTX. Embora
a dose padrdo de MTX seja 5g/m2 e a dose de &cido folinico seja 15mg/m?, essas
doses podem variar de acordo com o braco terapéutico do protocolo utilizado e as
complicacBes apresentadas pelos pacientes durante o tratamento, como sinais de
toxicidade, que levam a equipe decidir reduzir a dose de MTX e aumentar a dose de
resgate com &cido folinico.

3.4 MODELAGEM FARMACOCINETICA POPULACIONAL DO MTX

A abordagem farmacocinética populacional é bastante utilizada no caso de
dados esparsos, porque permite estimar parametros individuais e populacionais do
farmaco, que sdo ajustados utilizando covariaveis. Dessa forma, mesmo que 0
conjunto de dados seja incompleto para cada individuo, € possivel utilizar esses dados
para estimar parametros que descrevem o0 comportamento do farmaco em
determinada populacdo. Na modelagem farmacocinética populacional, modelos
matematicos e estatisticos sdo incorporados aos modelos compartimentais,
permitindo a avaliacdo da influéncia das fontes de variabilidade nos parametros
farmacocinéticos e a descricdo das informacdes relativas a variabilidade inexplicavel
entre os parametros farmacocinéticos dos individuos pertencentes a uma dada
populacdo. Um modelo popPK possui elementos fixos, representados pelo modelo
estrutural e pelas covariaveis, e os elementos aleatérios. O modelo estrutural
descreve o perfil de concentracdo versus tempo para a populacdo (modelo
compartimental classico), o modelo de covariaveis quantifica as fontes de
variabilidade interindividual conhecidas e o0 modelo estatistico quantifica as fontes de
variabilidade desconhecidas (MOULD; UPTON, 2013).

Para guiar o processo de construgcdo do modelo, podem ser utilizadas
estimativas Bayesianas ou o valor da funcao objetiva (OFV — objective function value).
Nas estimativas Bayesianas sdo estimados 0s parametros mais provaveis para
descrever os dados com base em informacgdes anteriores. Ja a funcdo objetiva é um

valor que indica o ajuste do modelo aos dados, podendo avaliar diferentes modelos
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em sequéncia para 0 mesmo conjunto de dados. Quanto menor o valor da funcao
objetiva entre um modelo aninhado e outro, melhor é o ajuste do modelo aos dados
(OWEN; FIEDLER-KELLY, 2014). Independente da abordagem, sera escolhido um
modelo estrutural que melhor se ajusta aos dados e, na sequéncia, sera feita uma
andlise de covariaveis que influenciam os parametros. Se no processo de construcao
do modelo for usada a funcéo objetiva, seu valor devera reduzir significativamente
entre o modelo base e o contendo a covariavel testada, indicando a influéncia
significativa dessa covariavel no parametro farmacocinético sob investigacdo. Dessa
forma, cada parametro seré estimado por uma funcédo que melhor o descreve.

Os modelos séo avaliados ao longo das etapas de sua construcdo através de
gréaficos de qualidade de ajuste das predicfes individuais e populacionais em relacao
as observacles e graficos de verificacdo preditiva visual (VPC — visual predictive
check), que usam simulacdes para gerar areas no grafico de intervalo de confianca
de 95%. O modelo final ainda pode ser testado por bootstrap, que é um método de
amostragem, que permite a constru¢cdes de intervalos de confianca para cada
parametro estimado (BYON et al, 2013). Para avaliar a capacidade preditiva do
modelo final, é possivel fazer uma validacdo externa, utilizando dados de outros
pacientes, que nao foram usados para a constru¢do do modelo, para avaliar se o
modelo é capaz de ser utilizado na pratica clinica para prever concentracdes de outros
pacientes (OWEN; FIEDLER-KELLY, 2014).

A utilizacdo dos modelos popPK permite a previsdo das concentracdes do
farmaco em cada individuo, ap6s administracao de uma determinada dose, com base
na estimativa dos parametros farmacocinéticos individuais feita utilizando as
equacdes populacionais para cada parametro, que levam em consideracao os fatores
individuais que impactam nos mesmos. Com isso, é possivel definir uma melhor dose
ou regime terapéutico para um paciente, impedindo que situa¢des como toxicidade ou
doses subterapéuticas sejam utilizadas.

Além dos diversos estudos sobre a farmacocinética e farmacodindmica do MTX
ja publicados, tanto em adultos quanto em criangas, existem relatos de modelos
popPK para o farmaco. O que difere os estudos farmacocinéticos classicos dos
estudos com abordagem populacional é a inclusdo de covariaveis aos modelos,
tornando-os mais complexo, porém, mais fidedignos a realidade, jA que levam em
consideracao a variabilidade intra e inter-individuais, comum em pacientes pediatricos

como anteriormente mencionado.
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Nos relatos de modelos popPK da literatura, a farmacocinética do MTX é
melhor descrita por modelo estrutural de dois compartimentos com eliminagdo de
primeira ordem. Odoul e colaboradores (1999), usando dados retrospectivos de
pacientes pediatricos com LLA, puderam fazer uma predicdo do atraso de eliminacao
de alguns pacientes que ndo conseguiram atingir a concentracao de 0,2 uM de MTX
apos 72 horas do inicio do tratamento, através de uma estimativa Bayesiana, para que
assim pudessem ser feitos ajustes de doses para evitar a toxicidade do farmaco. O
modelo popPK proposto inclui o peso e a idade como covariaveis do CL e do Vd. Os
autores concluiram que, com uma amostra coletada 48 h ap6s o inicio do tratamento,
0 modelo era capaz de prever o atraso na eliminagdo do farmaco. Para isso, 0s
parametros obtidos através do modelo foram usados para estimar os parametros
individuais de um conjunto de dados teste. Com os parametros individuais, foram
simulados perfis com base nas concentragdes coletas em 48 horas ou em 24 e 48
horas. Os perfis simulados por estimativa Bayesiana usando essas concentracoes
foram comparados com os perfis observados, mostrando resultados satisfatorios,
principalmente para os perfis simulados apenas com base na concentracdo de 48 h.

Também trabalhado com dados de pacientes com LLA que utilizaram os
protocolos terapéuticos LAL-SHOP/94 e LAL-SHOP/99, Aumente e colaboradores
(2006) construiram modelo popPK em que testaram diversas possiveis covariaveis,
concluindo que o peso corporal total dos pacientes foi covariavel para CL e Vd, além
da idade estratificada (maior ou menor que 10 anos) como covariavel no CL,
corroborando com Donelli (1995).

Colom e colaboradores (2009), através de dados retrospectivos, incluiram o
peso corporal e a idade como covariaveis adequadas para o CL e 0 Vc, em modelos
para LLA ou osteosarcoma. Hui e colaboradores (2018), fizeram um estudo com
dados retrospectivos de pacientes chineses, também com LLA ou osteosarcoma, em
que os dados plasmaticos foram coletados a cada 6 horas para pacientes com
osteosarcoma e a cada 24 horas para pacientes com LLA, de acordo com os préprios
protocolos do hospital. A modelagem foi feita usando o usando o NONMEM e a
estimativa dos parametros foi feita com o Perl-speaks-NONMEM. Dois modelos
popPK foram gerados em que, para LLA, as covariaveis incluidas foram BSA e CLcr
no parametro de CL, enquanto que, para o modelo de osteosarcoma, seis covariaveis
foram incluidas: altura no Vc e no CL, peso no CL intracompartimental, idade no

volume de distribuicdo periférico, CLcr e dose/BSA no CL. A selegéo das covariaveis
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foi baseada no teste da razdo de verossimilhanca, com inclusio realizada em a = 0,05
(ou seja, alteragdo no valor minimo da funcdo objetivo [AOF] maior que 3,84) e
eliminacao realizada em a = 0,01 (ou seja, AOF maior que 6,63). Todas essas
covariaveis se mostraram com significancia, jA que apresentaram valor de funcéo
objetiva (AOF) > 8,55, com P < 0,004 no modelo final.

Kotnik e colaboradores (2011) foram os primeiros a testarem polimorfismos
genéticos como possiveis covariaveis em modelo popPK para MTX. Os autores
fizeram a genotipagem dos 64 pacientes envolvidos no estudo procurando por SNP’s
nos genes envolvidos na distribuicdo do MTX (SLC19A1, MTHFR e ABCB1) que
pudessem influenciar nas concentracdes plasméaticas observadas. Entretanto, de
todos os polimorfismos investigados, apenas o MTHFR 677 C>T foi associado com
um decrescimento de 26% do CL, além de a presenca desse polimorfismo aumentar
o0 risco de mucosite no uso de altas doses do farmaco. Porém, os autores indicaram
que seria necessaria uma validacdo de uma coorte maior para determinar o valor
preditivo dessas associacdes. Na sequéncia, um estudo investigou a influéncia do
ABCB1 C3435T em um modelo populacional de MTX em pacientes pediatricos com
LLA e linfoma, e percebeu que esse gendtipo com a presenca do alelo variante C teve
cerca de 21% de aumento de clearance em comparacdo com 0S homozigotos
selvagens alelo tipo T (KIM et al 2012). A variante genética rs717620 do gene ABCC2
teve influéncia significativa na farmacocinética do MTX, sendo que o clearancee o
volume de distribuicdo foram maiores em pacientes portadores da variante do alelo T
(SIMON et al 2012). Beechinor e colaboradores (2019), também desenvolveram um
modelo, dessa vez para infantes (2,9-12,9 meses de idade). A Unica covariavel que
foi possivel incluir foi 0 peso no CL, Vc, Ve (volume de distribui¢éo periférico) e Q (CL
intercompartimental). A idade, como todos 0s pacientes eram muito jovens, nao teve
influéncia nos parametros. No mesmo ano, Medellin-Garibay e colaboradores (2019),
conseguiram incluir a BSA, além do peso corporal, como covariaveis do CL e do Vc.
Esses autores também investigaram a influéncia de variantes genéticas [ABCB1
C3435T, MTHFR C677T e SLC19A1 (ou RFC1) G80A] encontrados na populacdo
mexicana nos parametros farmacocinéticos, porém nenhuma se mostrou relevante.

Quanto a tentativa de incluséo de polimorfismos como covariaveis, o estudo de
Lui e colaboradores (2018) em pacientes jovens (entre 5-25 anos de idade) com
osteosarcoma, conseguiu realizar a genotipagem dos pacientes envolvidos,

procurando por SNP’s nos genes envolvidos no transporte do MTX (ABCB1, ABCC2,
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ABCG2, SLCO1B1 e UGT1A1). Desses SNP’s, quatro foram significativamente
associados com o CL, sendo 3 deles localizados no gene ABCG2 (rs13120400,
rs13137622 e rs12505410) e um do UGT1A (rs4148324). Porém, apenas o
polimorfismo rs13120400 do gene ABCG?2 foi incluido no modelo final por causar um
maior aumento no CL comparado aos outros (16%, enquanto que os outros 6, 12, 9%,
respectivamente). Entretanto, a incluséo dessa covariavel genética explica apenas 2%
da variabilidade interindividual, sendo o peso corporal o maior responsavel pela
variabilidade. A idade ndo mostrou significancia, provavelmente porque nado foram
incluidas criangas téo jovens, menores de 5 anos. Recentemente, um estudo focado
em investigar a influéncia de dois SNPs do gene SLCO1B1 (521T>C e 388A>G) em
modelo popPK para MTX para pacientes pediatricos com LLA (SCHULTE et al, 2021)
concluiu que o principal contribuinte para a variabilidade interindividual do farmaco foi
0 peso corporal, sendo que as duas variantes genéticas poderiam ser incluidas no
modelo como covariaveis para CL.

Até o momento, nenhum estudo foi conduzido para avaliar as fontes da
variabilidade farmacocinética do MTX na populacdo brasileira. Nesse contexto, o
presente trabalho busca desenvolver modelo popPK para o farmaco utilizando dados
esparsos de pacientes pediatricos com LLA atendidos no HCPA.
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Abstract

Objectives: Methotrexate (MTX) is subject to therapeutic drug monitoring due to its
high pharmacokinetic variability and safety risk when it is out of therapeutic window.
The aim was to develop a population pharmacokinetic model (popPK) of MTX for
Brazilian pediatric ALL patients attended at Hospital de Clinicas de Porto Alegre.
Methods: The model was developed using NONMEM 7.4 (Icon®), ADVAN3 TRANS4
and FOCE-l. To explain interindividual variability, we evaluate covariates from
demographic and biochemical data and genetic information of single nucleotide
polymorphism (SNP) of genes related to transport and metabolism of drugs in this
population (Ethics Committee # 4.260.110).

Results: A two-compartment model was built using 483 data points from 45 patients
(0.33-17.83 y.0.) treated with MTX (0.25-5 g/m2) in different cycles. Creatinine
clearance (crCL) and a low BMI stratification according to z-score by World Health
Organization (LowBMI) were added as clearance covariates:
CL (L/h) = 8.06 x (crCL/median®***) x (1 — 0.363)owsm;- Volume of distribution of
central and peripheral compartment were 27.6 L and 9.20 L, respectively, and
intercompartmental clearance was 0.226 L/h. Model external validation was perform
through visual predictive check using data of other 15 pediatric ALL patients.
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Conclusion: A popPK model of MTX was develop for Brazillian pediatric ALL patients,
were the interindividual variability was explain by renal function and factors related to

body size.

KEYWORDS
Methotrexate, acute lymphoblastic leukemia, population pharmacokinetic model,

Brazilian pediatric patients

O texto completo do Capitulo 1, que no texto completo da dissertacéo ocupa o
intervalo de paginas compreendido entre as paginas 51 — 74, foi suprimido por tratar-
se de um manuscrito que foi submetido a uma revista cientifica. Esse artigo trata sobre
o desenvolvimento de um modelo farmacocinético populacional do MTX utilizando
dados de pacientes pediatricos com LLA, atendidos no Hospital de Clinicas de Porto
Alegre. Com o modelo estrutural, foram testados fatores bioquimicos e clinicos, assim
como variantes genéticas relacionadas a genes de transporte e metabolismo do MTX,
como possiveis covariaveis para parametros farmacocinéticos. Apos obtido o modelo
final, esse modelo foi validado externamente com outro conjunto de dados para avaliar
sua capacidade preditiva. Assim, foi construido um modelo popPK do MTX para

pacientes pediatricos brasileiros.
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Neste trabalho foi possivel contruir um modelo farmacocinético populacional
para o MTX utilizando dados de pacientes pediatricos diagnosticados com LLA e
atendidos pelo servico de Oncologia pediatrica do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre. Apesar dos dados esparsos, gerados a partir de terapias que seguiam
diferentes protocolos terapéuticos, com diferentes doses, tempos de infusdo e tempos
de coleta de sangue para o doseamento do MTX, foi possivel construir um modelo
popPK capaz de gerar parametros muito similares aos ja apresentados na literatura
para pacientes pediatricos com LLA. Investigou-se a influéncia de caracteristicas
demogréficas, provas bioguimicas e polimorfismos de nucleotideo Unico em genes
relacionados ao transporte e metabolismo do MTX como fontes de variabilidade
interindividual na depuracdo do MTX. Observou-se que a funcéo renal, dada pelo
crCL, e o tamanho corporal do paciente, dado pelo baixo indice de de massa corporal,
sao covariaveis que explicam a variabilidade no clearance desses pacientes estimado
no modelo final. O modelo popPK desenvolvido se mostrou adequado para prever
parametros farmacocinéticos para pacientes ndo envolvidos no estudo, podendo de
fato ser incorporado na pratica clinica do HCPA para realizar o ajuste de dose do MTX,

evitando situagfes de toxicidade relacionadas a esse farmaco.
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