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RESUMO
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Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2013

O bussulfano (BU) e a ciclofosfamida (CY) sdo farmacos utilizados nos regimes de
condicionamento pré-transplante de células tronco hematopoéticas (TCTH). O BU apresenta
estreito intervalo terapéutico, alta variabilidade interindividual na farmacocinética e graves
reacdes adversas. O presente estudo avaliou a administracdo de uma dose teste de BU oral
para a individualizagdo do regime de dosagem, definiu o melhor tempo de coletas esparsas
para o monitoramento terapéutico do BU e validou um algoritmo baseado em modelo
compartimental e farmacocinética populacional em pacientes submetidos ao TCTH. Trinta
pacientes portadores de doencgas hematologicas tiveram o tratamento com BU individualizado
baseado em uma dose teste oral de 0,25 mg/Kg de BU. As doses foram baseadas no clearance
aparente calculado na dose teste e as concentragdes plasmaticas foram confirmadas apds a
quinta dose de tratamento. Os coeficientes de variagcdo obtidos entre os valores de clearance
avaliados na dose teste e na quinta dose foram < 30%, exceto para 5 pacientes. Nao foram
observadas associagdo entre os parametros farmacocinéticos do BU e a evolucado clinica dos
pacientes. Com a finalidade de estimar os melhores tempos de coletas ideais para aplicacdo no
monitoramento terapéutico do BU, um modelo farmacocinética populacional foi utilizado e
um esquema de coletas esparsas com ndo mais de cinco amostras por paciente (t = 0,5; 2,25;
3; 4 e 5 horas apos a dose) demonstrou ser suficiente para a caracterizagdo da farmacocinética
do BU. O presente estudo avaliou também a farmacocinética dos enantidmeros da
ciclofosfamida (CY) e seus metabolitos (4-hidroxiciclofosfamida e carboxiciclofosfamida),
em pacientes submetidos ao TCTH. Foram investigados pacientes portadores de esclerose
sistémica (n=10) e esclerose multipla (n=10) em regime de condicionamento com 50 mg CY
/kg/dia durante 4 dias. Dois ensaios especificos baseados na andlise por LC-MS/MS foram
desenvolvidos e validados para analisar os enantidomeros da CY e seus metabdlito 4-
hidroxiciclofosfamida (HCY) e carboxiciclofosfamida (CEPM) em plasma humano. Os
parametros farmacocinéticos dos enantiomeros da CY e seus metabolitos foram calculados
empregando o programa WinNonlin e mostraram acumulo plasmatico dos enantiomeros (S)-

(-)-CY (AUC 215, 0 vs 186,2 pg.h/mL para os paciente EM e 219,1 vs 179,2 pg.h/mL para os



paciente ES) e HCY (1), provavelmente o (R)-(+)-HCY (AUC 5,6 vs 3,7 pg.h/mL para os
paciente EM e 6,3 vs 5,6 pg.h/mL para os paciente ES) em ambos os grupos de pacientes
investigados. A disposi¢ao cinética do metabdlito CEPM ndo mostrou enantiosseletividade. A
farmacocinética da CY e seus metabolitos HCY e CEPM ndo diferiu entre os pacientes
portadores de EM ou ES. Nao foi observado correlagdo entre o metabolismo da CY e os
genoétipos avaliados (CYP2B6 e CYP2C9). Nao foi possivel correlacionar os valores de
AUCO0- dos enantidmeros da CY e/ou dos metabolitos HCY e CEPM com a toxicidade ao

uso de CY em virtude do pequeno numero de pacientes investigados.

Palavras-Chave: Bussulfano; Ciclofosfamida; Metabolismo; Farmacocinética; Transplante
de Células Tronco Hematopoéticas
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INTRODUCAO

O Transplante de células tronco hematopoéticas (TCTH) ¢ uma modalidade
terapéutica que envolve a transferéncia da célula primordial hematopoética pluripotencial, do
doador para o receptor e que, sob a influéncia de um microambiente adequado, ¢ capaz de
regenerar todos os elementos celulares sanguineos, normalmente derivados da medula o6ssea,

além do sistema linfoide (COURI; DE OLIVEIRA; SIMOES, 2012; LIU et al., 2010).

Os pacientes considerados para o TCTH devem ter uma doenga, na qual as opg¢des de
terapéutica convencional resultem em sobrevida livre de doenca nitidamente menor do que
aquela esperada no transplante, consideradas as condigdes particulares do paciente (BOUZAS,

2000).

As principais etapas do TCTH consistem em: mobilizag¢do e coleta da medula dssea ou
células tronco do doador; condicionamento do receptor com quimioterapia e/ou radioterapia;
pega e recuperagdo medular no receptor. Quando um paciente ¢ selecionado para fazer o
TCTH, apo6s a identificacdo do doador, o paciente ¢ entdo, hospitalizado em isolamento e
preparado ou condicionado para o transplante com quimioterapia em altas doses associada ou
ndo a radioterapia (DELANEY; BALLEN, 2013; PATON; COUTINHO; VOLTARELLI,
2000).

O regime de condicionamento cléssico provoca mieloablacdo, o que permite criar
espaco na cavidade da medula 6ssea, induz a imunossupressao e trata a doencga residual. Deste
modo, permite a enxertia das células tronco hematopoéticas transplantadas, que sao
responsaveis pela reconstituicdo da hematopoese, que comeca a se revelar no sangue
periférico de duas a quatro semanas apo6s a infusdo das células, periodo este caracterizado por
intensa aplasia medular e pancitopenia periférica. Em doencas autoimunes e algumas
deficiéncias imunologicas, apenas a imunossupressdo ¢ necessdria para o sucesso do

transplante (BOWEN et al., 2013; STRACIERI, 2000).

O TCTH ¢ empregado clinicamente para a terapia de uma grande variedade de doencgas
congénitas e adquiridas, neopldsica e ndo neoplasicas, como, por exemplo, as incluidas na

Tabela 1.
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Tabela 1. Algumas doencas tratadas com TCTH

DOENCAS NEOPLASICAS

DOENCAS NAO NEOPLASICAS

Leucemias

Leucemia miel6ide aguda
Leucemia linféide aguda

Leucemia mieldide cronica
Leucemia linféide cronica

Sindromes mielodisplasicas (SMD)

Leucemias e SMD secundarias

Doencas linfoproliferativas

Linfoma de Hodgkin
Linfomas ndo-Hodgkin

Mieloma Multiplo

Faléncias medulares adquiridas

Anemia aplastica grave
Hemoglobinuria paroxistica noturna

Faléncias medulares hereditarias

Anemia de Fanconi
Sindrome de Diamond-Blackfan

Agranulocitose de Kostmann
Histocitose eritrofagocitica familiar

Disceratose congénita
Sindrome de Scwachman-Diamond

Hemoglobinopatias

Talassemia maior

Anemia falciforme

Deficiéncias imunolégicas

Imunodeficiéncia combinada grave

Sindrome de Wiskott-Aldrich
Doenga granulomatosa cronica infantil

Doencas auto-imunes

Artrite reumatoide
Esclerose multipla
Esclerose sistémica

Lupus eritematoso sistémico
Doenga de Crohn

Diabetes mellitus

Erros inatos do metabolismo

Doenga de Gaucher

Sindrome de Hunter
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Adaptado de PATON et. al., 2000

Diferentemente do TCTH para doengas onco-hematoldgicas, no tratamento de doencas
autoimunes o TCTH autélogo (que utiliza células tronco periféricas retiradas do proprio
paciente e que sdo reinfundidas apds o regime de condicionamento) parte do principio de que
a doenca possa ser corrigida pela regeneracdo de um novo sistema imune, a partir de células
tronco hematopoéticas ndo comprometidas imunologicamente com o estimulo da doenca
desencadeante. Conceitualmente, a doenca deve ter sido desencadeada pelo surgimento de
uma resposta imune alterada frente a um agente ambiental que, muito provavelmente, ndo esta
mais presente. A regeneracdo de um sistema imunoldgico “virgem” e tolerante aos auto-
antigenos faria com que a resposta anormal desaparecesse. O procedimento funcionaria como
um novo inicio para o sistema imunologico. O papel das células tronco hematopoéticas € o de
reconstituir o sistema linfo-hematopoético, destruido pelos quimioterapicos. Com essa
abordagem, as células do sistema imune sdo regeneradas a partir de células tronco
hematopoéticas autdlogas, ndo havendo risco de desenvolvimento da doenga do enxerto

contra o hospedeiro (BURT et al., 2004; HOMSI, 2006)

De modo geral, durante os regimes de condicionamento pré-TCTH, seja para o
tratamento de doencas onco-hematologicas ou para o tratamento de doencas autoimunes, os
pacientes sdo submetidos a administragdo de altas doses de agentes quimioterapicos. Dentre
os agentes utilizados no regime de condicionamento pré TCTH alogénico, destaca-se o

bussulfano e a ciclofosfamida, focos deste estudo.
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CAPITULO 1

Validacao de dose teste oral do
bussulfano empregando
farmacocinética individual e
populacional em pacientes
submetidos ao transplante de
c¢lulas tronco hematopoéticas
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Resumo

O bussulfano (BU), agente mielossupressor presente nos regimes de condicionamento pré-
transplante de células tronco hematopoéticas (TCTH), apresenta estreito intervalo
terapéutico, alta variabilidade interindividual na farmacocinética e graves reagdes adversas,
dentre elas a sindrome obstrutiva sinusoidal. O regime de dosagem do BU associado com
eficacia e minimizacdo de reacdes adversas deve atingir concentragdes plasmaticas médias
no estado de equilibrio (C*) de 600 a 900 ng/mL. O presente estudo avaliou a
administracdo de uma dose teste de BU oral para a individualizagdo do regime de dosagem,
definiu o melhor tempo de coletas esparsas para o monitoramento terapéutico do BU e
validou um algoritmo baseado em modelo compartimental e farmacocinética populacional
em pacientes submetidos ao TCTH. Foram investigados 30 pacientes portadores de
doengas hematologicas com idade de 3-58 anos. No dia anterior ao inicio do regime de
condicionamento, apés a administragdo de dose tnica oral de 0,25 mg/Kg de BU, foram
coletadas amostras seriadas de sangue no periodo de 0-6h. O BU foi quantificado nas
amostras de plasma empregando LC-MS/MS. A resposta do detector foi linear no intervalo
de concentragdes plasmaticas de 5-2500 ng/mL (r> 0,99), com corridas cromatograficas de
3 min. Para a confirmagdo da C*, foram realizadas coletas seriadas de sangue no intervalo
entre a 5* ¢ 6* doses administradas (~1mg/Kg a cada 6 h, durante 4 dias). A anélise
farmacocinética foi realizada com auxilio do programa WinNonlin. O emprego da dose
teste de BU em 30 pacientes resultou em valores de clearance variando de 3,2-29,9 L/h. Os
valores de clearance observados entre a 5* e 6* doses variaram de 2,9-18,6 L/h. Os
coeficientes de variagdo obtidos entre os valores de clearance avaliados na dose teste € na
quinta dose foram = 30%, exceto para 5 pacientes. Ressalta-se, alta variabilidade nos
valores de clearance entre os pacientes tanto durante o uso da dose teste (CV 42,1%)
quanto no intervalo entre a 5* e 6* doses (CV 33,0%). Dentre os 21 pacientes que
receberam a dose de BU de acordo com a dose baseada no clearance calculado na dose
teste, 67% apresentaram concentragdes no estado de equilibrio (entre a 5* e 6* doses) dentro
do intervalo de concentracdes alvo de 600-900 ng/mL e 33% dos pacientes apresentaram
concentragdes pouco acima do intervalo terapéutico. Em relacdo aos 9 pacientes que nao
receberam as doses de BU de acordo com os valores de clearance calculados na dose teste,
apenas 33% deles mostraram valores de C* dentro do intervalo de concentragdes alvo de
600-900 ng/mL, 55% deles apresentaram concentragdes acima de 900 ng/mL e apenas 1
paciente apresentou concentragdo abaixo de 600 ng/mL. Nao foram observadas associagdo

entre os parametros farmacocinéticos do BU e a evolugao clinica dos pacientes.



28

A otimizacdo do esquema de coletas de amostras de sangue e o desenvolvimento do
algoritmo para o ajuste de dosagem do BU foram realizados com base em um modelo
previamente publicado considerando farmacocinética de primeira ordem e modelo
monocompartimental. Os procedimentos de validagdo interna e externa do modelo
farmacocinético populacional foram realizados usando o programa computacional PopED
(Population Experimental Design) versdao 2.1. com o critério ED (ED-optimality) para a
otimiza¢do do desenho experimental. O clearance aparente e o volume de distribui¢do
aparente foram considerados como parametros de interesse. O esquema de coletas esparsas
para o monitoramento terapéutico do BU e o algoritmo baseado em farmacocinética
populacional foram selecionados com base nos desvios dos valores de area sob a curva
concentragio plasmatica do BU vs tempo no intervalo de dose (AUC"®) previstos a partir
de cenarios de simulagdes. O esquema de coletas esparsas com ndo mais de cinco amostras
por paciente (t = 0,5; 2,25; 3; 4 e 5 horas apds a dose) demonstrou ser suficiente para a
caracterizagdo da farmacocinética do BU. A exposicdo ao BU oral foi descrita com
precisdo empregando o modelo monocompartimental com as covaridveis peso ideal
ajustado e valores séricos de alanina transferase. Os resultados mostram uma correlagao
linear entre a elimina¢do do farmaco traduzida pelos valores de clearance aparente com o
peso ideal ajustado do paciente e a fungdo hepatica. O uso do algoritmo baseado em
modelo paramétrico de dosagem contribui para a melhoria consideravel do perfil de

seguranca ¢ eficacia dos pacientes submetidos ao tratamento com BU para o TCTH.



1. Introducado
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O bussulfano (BU) ¢ um agente alquilante bifuncional, muito utilizado nos regimes de
condicionamento para o transplante de células tronco hematopoéticas (TCTH), no tratamento
de leucemias, mieloma multiplo, linfomas ndo-Hodghin, entre outras doencas (GALAUP;

PACI, 2013).

Nos regimes de condicionamento para o TCTH, o tratamento preconizado com BU
consiste em 16 doses de 1 mg/Kg, administradas oralmente ou, 0,8 mg/Kg na forma
endovenosa, de 6 em 6 horas, durante 4 dias ou em dose unica diaria endovenosa de 3,2
mg/kg durante 4 dias (ANDERSSON et al., 2002; MALAR et al., 2011; MCCUNE; GIBBS;
SLATTERY, 2000; RUSSELL et al., 2002; TRAME et al., 2011).

Estudos da farmacocinética do BU oral (doses de 1 mg/Kg) em pacientes com doencas
onco-hematoldgicas mostram que a concentragdo plasmatica maxima (Cpax) varia de 609+
225 a 1730+ 845 ng/mL e que o tempo para a observagdo do Cpax (tmax) OcCoOrre em
aproximadamente 1,5 a 2,5 horas. A meia-vida de eliminagao (t;2) do BU ¢ de 2,3 a 2,8 horas.
O BU atravessa a barreira hematoencefalica e se distribui no fluido cérebro-espinhal, com
aproximadamente a mesma concentracao presente no plasma, o que talvez explique as crises
convulsivas dos pacientes (CIUREA; ANDERSSON, 2009; MCCUNE; GIBBS; SLATTERY,
2000).

O
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Figura 1. Estrutura quimica do bussulfano (CHOW et al., 1997)

O BU ¢ metabolizado pela conjugacdo com a glutationa mediada pela glutationa-S-
transferase (GST) seguida por oxidagdo pelo CYP3A4 (BERI et al., 2010; JOHNSON-
DAVIS et al., 2010; MCCUNE; GIBBS; SLATTERY, 2000; NATH; SHAW, 2007; NATH et
al., 2008). Os principais metabolitos do BU sdo o 3-hidroxi sulfolano e o 1-6xido de tetra
hidrotiofeno, os quais ndo contribuem significativamente na eficicia ou na toxicidade do
farmaco (MCCUNE; GIBBS; SLATTERY, 2000). Em humanos, a isoforma GSTAIl ¢ a
principal responsavel pela conjugacdo da glutationa com o BU (80-90%), embora outras
isoformas (GSTM1-1, GSTP1-1, GSTA1-2 e GSTA2-2) também sejam capazes, ainda que em
menor extensdo de catalisar esta reacdo (CZERWINSKI; GIBBS; SLATTERY, 1996).

Autores sugerem que os polimorfismos nos genes GSTA1, GSTM1 ou GSTP1, que sdo genes
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que codificam as GSTa, GSTu e GSTp, respectivamente, poderiam também influenciar a

farmacocinética do BU (JOHNSON et al., 2008; KIM et al., 2011; NATH et al., 2008).

A farmacocinética do BU apresenta grande variabilidade interpacientes. A absor¢ao
intestinal do BU pode ocorrer de forma erratica e sua alta concentracdo plasmatica pode ser
toxica e causar graves alteracdes no organismo dos pacientes em regime de condicionamento,
além de aumentar o indice de mortalidade. Porém, sua baixa concentracdo plasmatica pode
levar a recidiva da doenga e rejeicdo do enxerto (GEDDES et al., 2008; TAKAMATSU et al.,
2005).

Na tentativa de reduzir a variabilidade da exposicdo ao BU, foram desenvolvidas
formulagdes endovenosas, as quais foram disponibilizadas no Brasil a partir de margo de
2012. Geddes et al. (2008) observaram reducao na variabilidade na farmacocinética do BU
endovenoso quando comparada ao BU oral. Porém, Nath et al. (2008) relatam que a variagdo
na farmacocinética do BU oral ¢ comparavel com a do BU endovenoso. Mais recentemente,
alguns autores relatam que consideravel variabilidade inter-individual na farmacocinética do
BU endovenoso persiste em adultos e, em um grau ainda maior, em criangas, reforcando a
necessidade do monitoramento terapéutico do BU mesmo durante a utilizacdo de sua

formulagdo endovenosa (BARTELINK et al., 2009, 2012).

O BU ¢ um farmaco de estreito intervalo terapéutico, 600 a 900 ng/mL, concentragdes
plasmaticas que resultam no sucesso do transplante em 74 a 96% dos pacientes (GEDDES et
al., 2008; MCCUNE; GIBBS; SLATTERY, 2000). A alta exposicao ao BU esta relacionada a
sindrome obstrutiva sinusoidal (SOS), enquanto a sua baixa exposi¢ao esté atribuida a recaida
da doenga e rejeicao do enxerto (GALAUP; PACI, 2013; GEDDES et al., 2008; KIM et al.,
2009; NATH et al., 2008; REZVANI et al., 2013; TAKAMATSU et al., 2005). A relagdo
entre a concentra¢do plasmatica média no estado de equilibrio (C*) do BU e a manifestagio da
SOS mostra maiores valores de C™ nos pacientes que desenvolvem SOS, quando comparados
aos pacientes que ndo apresentam esta reacdo adversa (MCCUNE; GIBBS; SLATTERY,
2000; TRAME et al., 2011). Dentre as possiveis complicacdes inerentes aos altos valores de
C™ do BU, além da SOS, podem-se destacar as alteragdes gastrointestinais, crises convulsivas,

cardiotoxicidade, lesdes pulmonares, cutaneas e hepaticas (PERKINS et al., 2012).

A confirmagdo da associagdo entre a C* do BU e a resposta clinica dos pacientes
submetidos ao TCTH incentivou a utilizacdo da monitorizagdo terapéutica (CIUREA;

ANDERSSON, 2009; MCCUNE et al., 2012).
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Devido a necessidade de rapidas determinagdes das concentragdes plasmaticas do BU,
além das dificuldades em estimar seu clearance durante o monitoramento terapéutico, na
tentativa de controlar a variabilidade da farmacocinética do BU e sua toxicidade, Bleyzac et
al. (2001) instituiram um esquema de utilizacdo de uma dose teste de BU (0,5 mg/Kg) com a
finalidade de ajustar as doses do condicionamento com base nos valores de clearance obtidos
a partir da dose teste. Os autores observaram correlacdo entre os valores esperados e
observados de AUC do BU e, portanto, a viabilidade do uso de doses testes como
individualizacdo terapéutica. Lindley et al. (2004) relatam que a individualizagdo do regime
de dosagem do BU com base nos valores de clearance avaliados na dose teste de 0,25 mg/kg
ou durante a primeira dose do tratamento (1 mg/kg) resulta em melhores estimativas do que o
estabelecimento do regime de dosagem apenas com base no peso corporal. No entanto, os
autores ressaltam que a ampla variabilidade intraindividual na farmacocinética do BU
administrado por via oral exige a monitorizacdo terapéutica durante todo o tratamento.

Com o desenvolvimento da formulagao endovenosa, Kletzel; Jacobsohn; Duerst (2006)
propuseram o uso da dose teste de BU endovenoso e o tratamento com dose Unica diaria
durante 4 dias. Em um estudo também com BU endovenoso, Beri et al. (2010) observaram
significante correlacdo entre a AUC do BU obtida na primeira dose e nas subseqiientes
dosagens, em pacientes que haviam recebido dose teste de BU.

O uso da dose teste de BU estd bem descrito quando administrada como BU endovenoso,
porém dados com o BU oral sdo escassos e de extrema importancia considerando a baixa
acessibilidade do Brasil a sua formulagao endovenosa, devido ao alto custo do medicamento.

Além disso, o monitoramento terapéutico convencional para quimioterapicos esta limitado
pela variabilidade inter e intraindividual (MCCUNE; HOLMBERG, 2009). Dessa forma,
atualmente, muitos centros utilizam modelos de farmacocinética populacional (popPK). Estes
modelos de popPK apresentam muitas vantagens em relagdo aos métodos tradicionais, pois
apresentam potencial para individualizacdo e simulagdo de regimes de dosagem de farmacos
sob diferentes condi¢des, como por exemplo, em estados de doengas, na combinagdo de
medicamentos, entre outros fatores. Os modelos de popPK quantificam a variabilidade inter e
intraindividual, processo crucial para se obter uma descri¢do precisa de um paciente dentro de
uma populagdo (JOERGER, 2012).

J& existem modelos de popPK para o BU oral e endovenoso descritos na literatura
(NGUYEN, 2008; SANDSTROM et al., 2001; TRAME et al., 2011) porém, os tempos de
coleta de amostras de sangue necessarias para o monitoramento terapéutico, até os dias atuais,

ndo estdo definidos (MCCUNE et al., 2012). Dessa forma, o presente trabalho avaliou a
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viabilidade e seguranca da utilizagdo da dose teste de BU oral como forma de individualizagao
terapéutica e propds a definigdo de um esquema de coletas ideal para amostragem
farmacocinética e monitoramento terapéutico, além do desenvolvimento de um algoritmo de

dosagem baseado em modelo para BU oral em pacientes submetidos ao TCTH.



91

6. Conclusoes
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1. O método de andlise de BU em plasma foi desenvolvido e validado empregando
LC-MS/MS e seus limites de confianga sdo concordantes com a aplicagdo em monitoramento

terapéutico;

2. A farmacocinética do BU exibiu alta variabilidade intra e interindividual, a qual

deve estar relacionada a diversos fatores, dentre eles as interacdes medicamentosas;

3. Nao foram observadas significancias estatisticas nos testes de associacdo entre os
parametros farmacocinéticos do BU e os polimorfismos da GSTA1, GSTP1 e GSTMI.
Também ndo foram observadas significancias estatisticas nos testes de associa¢do entre os

valores de C* do BU e a evolugéo clinica;

4. Considerando a alta variabilidade intra e interindividual no clearance aparente do
BU, o uso da dose teste de BU oral como forma de individualizacdo terapéutica auxilia no
tratamento, porém ndo ¢ suficiente para substituir a monitorizagdo terap€utica durante o

condicionamento pré-TCTH;

5. O uso do método de coletas esparsas associado a utilizagdo do modelo de
farmacocinética populacional e célculos de farmacocinética compartimental, contribui para
viabilizar a monitorizagdo terapéutica do BU nos centros de TCTH, tornando-o um exame de
rotina, facilitando o tratamento, reduzindo o indice de mortalidade e favorecendo a evolugao

clinica dos pacientes.
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CAPITULO II

Enantiosseletividade na disposicio
cinética e no metabolismo da
ciclofosfamida em pacientes

portadores de esclerose multipla ou

esclerose sistémica submetidos a
transplante de células tronco
hematopoéticas
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Resumo

Considerando a relevancia clinica da utilizagdo da ciclofosfamida (CY) no condicionamento
pré-transplante de células tronco hematopoéticas (TCTH), o presente estudo avaliou a
farmacocinética da CY e seus principais metabolitos (4-hidroxiciclofosfamida e
carboxiciclofosfamida) em pacientes portadores de doengas inflamatorias, esclerose sistémica
(n=10) ou esclerose multipla (EM), submetidos ao TCTH em regime de condicionamento com
50 mg CY /kg/dia durante 4 dias. Foram coletadas amostras seriadas de sangue até 24 horas
apos a administragdo da ultima dose de CY. Os pacientes foram genotipados para as variantes
alélicas do CYP2C9*2 e CYP2C9*3 e do polimorfismo G516T do CYP2B6. Dois ensaios
especificos baseados na analise por LC-MS/MS foram desenvolvidos e validados para analisar
os enantiomeros da CY e seus metabdlito 4-hidroxiciclofosfamida (HCY) e
carboxiciclofosfamida (CEPM) em plasma humano. A resposta do detector foi linear no
intervalo de concentracdes plasmaticas 5-2500 ng de cada enantiomero de HCY/mL plasma
(r> 0,99), com corridas cromatograficas de 15 minutos. A linearidade para as analises dos
enantiomeros da CY foi de 50 ng a 25ug de cada enantidmero/mL de plasma e para as
analises dos enantidmeros do CEPM foi de 25 a 2500 ng de cada enantiomero /mL de plasma.
Os parametros farmacocinéticos dos enantiomeros da CY e seus metabolitos foram calculados
empregando o programa WinNonlin e mostraram acumulo plasmatico dos enantiomeros (S)-
(-)-CY (AUC 215, 0 vs 186,2 pg.h/mL para os paciente EM e 219,1 vs 179,2 ng.h/mL para os
paciente ES) e HCY (1), provavelmente o (R)-(+)-HCY (AUC 5,6 vs 3,7 pg.h/mL para os
paciente EM e 6,3 vs 5,6 pg.h/mL para os paciente ES) em ambos os grupos de pacientes
investigados. A disposicao cinética do metabdlito CEPM nao mostrou enantiosseletividade. A
farmacocinética da CY e seus metabolitos HCY e CEPM nao diferiu entre os pacientes
portadores de EM ou ES. Nao foi observado correlagdo entre o metabolismo da CY e os
genoétipos avaliados (CYP2B6 e CYP2C9). Nao foi possivel correlacionar os valores de
AUC™™ dos enantiémeros da CY e/ou dos metabolitos HCY ¢ CEPM com a toxicidade ao

uso de CY em virtude do pequeno nimero de pacientes investigados.
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A esclerose multipla (EM) ¢ uma doenca inflamatdria cronica e desmielinizante do
sistema nervoso central (SNC). A EM ¢ uma doenga autoimune mediada por células T que
infiltram no SNC através de pequenos vasos e provocam a cascata imunoldgica, que por sua
vez, induz eventos inflamatorios e imunes. E tipicamente caracterizada por episédios
recorrentes de disfuncdo neuroldgica que refletem as alteracdes imunologicas. A estes
periodos de surtos da doenca intercalam-se periodos de graus variaveis de remissdo clinica.
Os sintomas neuroldgicos na apresentagdo clinica da doencga sdo manifestagdes das reacgdes
inflamatorias e, em ultima analise, o reflexo da agressio degenerativa das areas
desmielinizadas em sistemas neuroldgicos funcionais variados. O tratamento da EM inclui
imunomoduladores, corticdide e imunossupressores. Entretanto, alguns pacientes nao
respondem ao tratamento e necessitam de praticas terapéuticas alternativas. Ha estudos
publicados desde 1990 apresentando modelos animais e consideracdes tedricas sobre o TCTH
para prevengdo e tratamento da EM. Alguns dados clinicos sugerem que altas doses de
quimioterapia seguidas de resgate de células tronco hematopoéticas poderiam resetar o
distarbio imunolédgico. Desde o primeiro transplante relatado por Fassas et al., em 1997, mais
de 300 TCTHs foram realizados em pacientes com EM no mundo todo (HAMERSCHALK et
al., 2010; NOSEWORTHY, 2000; POSER, 1983).

A esclerose sistémica (ES) é uma doenga multissistémica cronica, autoimune e
caracterizada pela fibrose progressiva da pele e dos ¢rgdos internos. A ES exibe trés
caracteristicas fundamentais: inflamagao e autoimunidade, vasculopatia e excessiva produ¢ao
e deposito de matriz extracelular. Na ES, as manifestagdes cutaneas e dos 6rgaos, sdo em geral
lentamente progressivas e cronicamente incapacitantes. Entretanto, em alguns pacientes, pode
ser rapidamente progressiva e fatal, devido ao envolvimento de 6rgdos, e ocorréncia de
pneumonia intersticial, arritmia e insuficiéncia renal. O TCTH tem sido indicado para
pacientes com doencas autoimunes, resultando em grande sucesso, particularmente em
portadores de ES (BOHGAKI et al., 2009).

A ciclofosfamida (CY) ¢ um agente alquilante da classe das oxazafosforinas,
amplamente utilizada no tratamento de multiplas formas de cancer e de doengas autoimunes
em adultos e criangas (BODDY, 2000). Os agentes alquilantes representam uma classe de
moléculas citotoxicas, que possuem em comum a habilidade de se tornarem compostos
eletrofilicos fortes, que formam ligagdes covalentes com os grupos do DNA (GERMANAS, J
& PANDYA, 2002).

A CY muito utilizada em altas doses nos regimes de condicionamento pré TCTH,

causa consideravel toxicidade, particularmente ao sistema hepatico: destruicdo de células
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endoteliais, deposi¢do de matriz extracelular nos sinusdides e necrose dos hepatocitos
(sindrome obstrutiva sinusoidal). As conseqiiéncias clinicas desta lesdo hepatica incluem
ictericia, hepatomegalia, hipertensdo portal, ascite, reten¢do renal de sodio e lesdo renal aguda
(MCCUNE et al., 2009).

A cistite hemorragica ¢ uma reagdo adversa também bastante conhecida e a mais
frequente em pacientes que fazem uso de CY. Esta desordem ¢ caracterizada pela inflamagao
da parede da bexiga com subseqiiente hemorragia, o que talvez seja devido a presenca do
metabolito acroleina, o qual interage com as células uroepiteliais. Outros efeitos toxicos
também muito conhecidos sdo pneumonite intersticial e insuficiéncia da excre¢do liquida,
além de possuir potencial carcinogénico e teratogénico (DE JONGE; HUITEMA; TUKKER;
et al., 2005; GERMANAS, ] & PANDYA, 2002).

A CY ¢ um pro-farmaco metabolizado a produtos ativos e inativos. Aproximadamente
70-80% da dose de CY ¢ ativada para 4-hidroxiciclofosfamida, a qual se encontra em
equilibrio com seu tautdmero aldofosfamida. A bioativagdo da CY depende principalmente do
CYP2B6 (aproximadamente 45%), CYP3A4 (aproximadamente 25%) e do CYP2C9
(aproximadamente 12%) e em menor extensdo do CYP2A6, CYP2C8 e CYP2CI19. A 4-
hidroxiciclofosfamida (HCY) e aldofosfamida (normalmente ndo distinguidas nas andlises
usuais) difundem para dentro das células e espontaneamente sdo decompostas em mustarda de
fosforamida, o metabdlito citotoxico ativo, e acroleina, a qual ¢ toxica para a maioria das
células. Considerando que a HCY funciona como uma molécula de transporte do metabolito
citotoxico para dentro das células, a concentracdo sistémica de HCY reflete o estado de
ativacao intracelular da CY. Alternativamente, a HCY e a aldofosfamida podem ser inativadas
com formagdo, respectivamente, de 4-cetociclofosfamida e carboxifosfamida (CEPM). A
formacdo de CEPM ¢ dependente da atividade da aldeido desidrogenase citossolica ALDHI.
Outra via de inativacdo da CY envolve a oxidacdo da cadeia lateral pelo CYP3A4 e CYP3AS
com formagdao de N-descloroetilciclofosfamida e cloroacetaldeido, uma via que representa
menos que 5% da eliminagao total de ciclofosfamida (DE JONGE; HUITEMA; TUKKER; et
al., 2005; ZHANG et al., 2006).
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O metabolismo da CY exibe alta variabilidade entre os pacientes com observagoes de
alteracdes no equilibrio entre as reacdes de ativacdo e inativagdo. As enzimas envolvidas nas
reacdes de ativacao (CYP) e inativagdo (ALDH e GST) da CY exibem polimorfismo genético
e sdo pelo menos parcialmente responsaveis pela alta variabilidade interindividual nos efeitos
clinicos (PINTO et al., 2009).

O impacto das variantes alélicas do CYP2B6 no metabolismo da CY foi investigado
em 29 pacientes caucasianos com doengas hematologicas (XIE et al., 2006). Os pacientes com
a mutagdo CYP2B6 G516T (n=8) mostraram capacidade de 4-hidroxilagdo da CY duas vezes
maior do que nos pacientes com os alelos selvagens CYP2B6. Todas as variantes alélicas
CYP2B6*6, CYP2B6*7, CYP2B6*9, CYP2B6*19, CYP2B6*29 apresentam a mutagdo
G516T. Em pacientes com glomerulonefrite tratados com CY, Joy et al. (2012) relatam a
influéncia do polimorfismo CYP2B6*9 na farmacocinética da CY e do HCY, onde os
pacientes com a variante alélica apresentaram aumento da constante de velocidade de
eliminagdo e menores valores de Cmax da CY quando comparados com os alelos selvagens.
Por lado, Helsby et al. (2010) reportam baixa capacidade de ativagdo da CY em pacientes com
nefrite lupica genotipados como CYP2C19*2, CYP2C19*3 ou CYP2B6*5.

A formag¢do do metabdlito HCY avaliada em 51 criangas por Raccor et al. (2012) ndo
mostrou associacdo entre o genotipo CYP2B6 e o clearance da CY ou a razdo metabolica
HCY/CY, atribuindo esses resultados devido principalmente a participagdo das isoformas
CYP3A4/5 no metabolismo da CY.

A CY ¢ um potente indutor das enzimas microssomais, além de induzir seu proprio
metabolismo depois de repetidas administracdes, dentro de um periodo de diversos dias
consecutivos. A auto-indugdo ¢ detectdvel dentro de 24 horas ap6s o inicio do tratamento e
resulta em aproximadamente numa diminui¢ao de 2 vezes no valor da t;» da CY (DE JONGE;
HUITEMA; VAN DAM; et al., 2005). A associagdo de farmacos como glucocorticéides,
ondansetrona, rifampicina, fenobarbital, também podem alterar o metabolismo da CY (JOY et
al., 2012).

Vérios estudos demonstram a existéncia de correlacdes entre a exposicdo aos
metabolitos da CY, particularmente a CEPM e a HCY, com a manifestagdo de eficacia ou
toxicidade (MCCUNE et al., 2009; MCDONALD et al., 2003, 2005).

Um estudo avaliando 147 pacientes tratados com CY (120 mg/kg) e irradiacio
corporal total como condicionamento pré-TCTH relatam que a exposi¢do ao metabolito
inativo CEPM, avaliada pela AUC, mostra correlagdo com a toxicidade hepatica e com a

sobrevida, com aumento de 5,9 vezes na taxa de mortalidade para os pacientes com maiores
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valores de exposicdo ao metabodlito. No entanto, ndo foram observadas correlacdes entre a
exposi¢do ao metabodlito CEPM e a pega do enxerto ou recaida da doenga em pacientes com
doengas onco-hematoldgicas. No referido estudo, a AUC do metabdlito CEPM variou 16
vezes entre os 147 pacientes investigados (MCDONALD et al., 2003). Em outro estudo
posterior, o mesmo grupo de pesquisadores relata que o ajuste de dose da CY para uma
exposicao alvo de CEPM de 325 pmol/L.h (avaliacdo da exposicdo de CEPM na primeira
dose de CY de 45 mg/kg e ajuste a partir da segunda dose de CY) resulta em variacdo na
exposi¢do ao metabolito de apenas 1,7 vezes. Os autores relatam que doses de CY de 54-156
mg/kg foram necessarias para atingir a exposi¢ao alvo do metabolito CEPM de 325 pmol/L.h
e que doses menores que a dose padrdo de 120 mg/kg ndo alteram a pega do enxerto, mas
previnem a toxicidade hepatica (MCDONALD et al., 2009).

De Jonge et al. (2006) reportam que de 59 pacientes tratados com altas doses de CY
(1-1,5 g/m?/dia), 4 manifestaram a sindrome obstrutiva sinusoidal e que a AUC da HCY
avaliada no primeiro pulso de CY pode ser considerada como um marcador indicativo da
manifestagdo da doenca hepatica apds multiplos pulsos de CY. Logo, a dose de CY ajustada
para uma concentracdo alvo de HCY poderia ser ttil na prevencao da toxicidade hepatica.

A eficacia e seguranga do ajuste de dose da CY foram avaliadas em 50 pacientes em
tratamento com CY e irradiacdo corporal total. Os pacientes foram tratados com a primeira
dose de CY de 45 mg/kg e ajuste a partir da segunda dose com base na exposicdo aos
metabolitos CEPM e HCY avaliada na administragdo da primeira dose de CY. O ajuste de
dose foi realizado considerando a exposicdo alvo (AUC) de 325+25 pmol/L.h para o
metabodlito CEPM e 50 umol/L.h para o metabdlito HCY. Os autores relatam que o ajuste de
dose de CY, com base na exposicdo aos metabolitos e empregando farmacocinética
Bayesiana, reduz de maneira significativa os niveis de bilirrubina pds-condicionamento e
reduz em 38% a freqiiéncia de toxicidade renal (MCCUNE et al., 2009).

A CY esta disponivel na clinica como mistura racémica dos enantiomeros (S)-(-) e
(R)-(+). Particular atengdo tem sido prestada a influéncia da quiralidade na 4-hidroxilagdo e
nos produtos de desintoxicacdo da CY. A seletividade da CY para células cancerosas ¢
decorrente da estabilidade da HCY, a qual ¢ transportada para os sitios alvos, e ao nivel
relativamente baixo da aldeido desidrogenase em células cancerosas comparado com células
normais (GERMANAS, J & PANDYA, 2002). Se esta hipotese ¢ verdadeira, entdo diferencas
entre os enantidmeros quanto ao rendimento relativo dos seus metabolitos, podem resultar em
diferengas na eficacia terapéutica (JARMAN et al., 1979). Contudo, os dados sobre a

enantiosseletividade no metabolismo da CY em humanos s3o insuficientes para sustentar a
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hipotese de que um dos dois enantiomeros seria superior ao seu antipoda ou ao racemato na
quimioterapia do cancer (JARMAN et al., 1979).

Dados pré-clinicos demonstram diferengas na eficacia e toxicidade dos enantidmeros
da CY, com o (S)-(-) exibindo maior efeito anti-tumor e maior indice terapé€utico quando
comparado ao enantiomero (R)-(+) (KUSNIERCZYK et al., 1986; PAPROCKA et al., 1986).
As propriedades farmacolédgicas da CY racémica e de seus enantiomeros foram estudadas por
Kleinrok et al. (1986) que observaram que o (R)-(+) € mais toéxico que o enantiomero (S)-(-),
enquanto que o (S)-(-) € mais toxico quando comparado com o racemato.

Embora os enantiomeros (R)-(+) e (S)-(-) possam diferir na resposta terapéutica e nos
efeitos toxicos, as conseqiiéncias clinicas dessas diferengas ainda ndo estdo adequadamente
determinadas. Os estudos clinicos relativos a enantiosseletividade na disposi¢do cinética e no
metabolismo da CY ainda sd3o inconclusivos e abrangem pequeno nimero de pacientes
portadores de diferentes estados de doencas e em tratamento com diferentes farmacos
associados (FERNANDES et al., 2011; DE MIRANDA SILVA et al., 2009; WILLIAMS et
al., 1999; WILLIAMS et al., 1999b; CORLETT & CHRYSTYN, 1996; HOLM et al., 1990;
JARMAN et al., 1979). A farmacocinética da CY administrada por infusdo a pacientes com
varios tipos de cancer tem sido descrita como ndo enantiosseletiva (CORLETT &
CHRYSTYN, 1996; HOLM et al., 1990; JARMAN et al., 1979), embora hajam relatos de
enantiosseletividade no clearance de formacdo do metabolito descloroetilciclofosfamida
(WILLIAMS et al., 1999). No entanto, em pacientes portadores de cancer de mama e
pacientes portadores de nefrite lipica foram observados acumulo plasmatico do enantidmero
(S)-(-) considerado de maior atividade anti-tumor (DE MIRANDA SILVA et al., 2009;
FERNANDES et al., 2011)

A farmacocinética da CY e dos metabolitos HCY e CEPM como mistura
enantiomérica encontra-se bem definida na administragdo intravascular a pacientes portadores
de cancer. Ressalta-se, no entanto, a auséncia de dados relativos a enantiosseletividade € a
disposi¢do cinética e metabolismo da CY em pacientes com doengas inflamatdrias como a EM
eaES.

As respostas inflamatdrias sdo complexas e ocorrem em resposta a uma série de
doengas, incluindo as doencas autoimunes como EM e ES. Os estimulos inflamatorios podem
causar mudancgas nas atividades e niveis de expressdo de varias isoformas CYP no figado,
bem como em tecidos extra-hepaticos, tais como rins e cérebro (MORGAN, 2001).

O processo inflamatério afeta o metabolismo, a distribui¢do e a eliminagdo de certos

farmacos em uso na clinica (RENTON et al., 2005). Esses efeitos sdo resultantes da expressao
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alterada do CYP e transportadores que sofrem down-regulation durante o mecanismo de
defesa do hospedeiro. Quando a resposta inflamatéria estd confinada ao cérebro ha perda de
CYP e glicoproteina- P, ndo apenas no cérebro, mas também em teciq?s periféricos. Essa
perda, provavelmente, envolve o transito rapido de com" :érebro
para a circulagdo periférica (ABDULLA et al., 2006).

As doengas inflamatorias estimulam a liberagdo de citocinas dos monocitos,
macrofagos e células do estroma, resultando na modula¢do da atividade dos fatores de
transcri¢do no figado. Essas mudangas, em ultima analise levam a down-regulation da maioria
dos genes do CYP. A produgdo de citocinas também ativa a 6xido nitrico-sintase 2 (NOS2)

para formar o 6xido nitrico (NO), que inibe a atividade de isoformas do CYP diretamente e/ou

leva a down-regulation das proteinas CYP via desestabilizagdo (MORGAN et al., 2008).
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Figura 23. Mecanismo de inibicdo do CYP e de transportadores durante a inflamag¢do. HNF-fator
nuclear de hepatocitos; NF- fator nuclear (adaptado de MORGAN et al., 2008).

Pacientes portadores de EM exibem maiores concentra¢des no plasma de IFN-y, IL-17,

IL-12, IL-10, TNF-a, IL-2, IL-8, IL-4 ¢ TGB-p (MIKULKOVA et al., 2011), enquanto
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pacientes portadores de ES expressam maiores concentracdes no plasma de TNF-a , IL-6 e
IFN-y e menores concentragdes de IL-17 e IL-23 (GOURH et al., 2009). Machavaram et al.
(2013) mostram correlagdo entre as concentracdes plasmaticas da IL-6 em pacientes com
artrite reumatoide e em pacientes submetidos a0 TCTH e supressdao do CYP3A mostrada em
funcdo do aumento dos valores de AUC da ciclosporina e sinvastatina.

Considerando a importancia do tratamento com CY no regime de condicionamento pré
TCTH, o presente estudo visa avaliar a enantiosseletividade da CY e seus metabolitos em
pacientes portadores de EM e ES. A investigagdo dos pacientes portadores de EM e ES esta
sendo proposta considerando que tais pacientes sdo tratados com o mesmo regime de dosagem
de CY e com os mesmos farmacos associados, e considerando que tais doencas sdo
inflamatorias podendo resultar em down-regulation das isoformas do CYP associadas com o
metabolismo da CY. Ressalta-se ainda os relatos de seletividade quanto a citocina induzida
em funcdo da doenca inflamatoria (ES e EM) assim como quanto a seletividade da isoforma
do CYP que sofre down-regulation em funcao da citocina induzida (MORGAN et al., 2008;
RENTON, 2004).
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6. Conclusoes
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O micrométodo de andlise dos enantidmeros da CY e seu metabolito CEPM em
plasma humano, empregando coluna quiral acoplada ao sistema LC-MS/MS, apresenta
limites de confianca compativeis com a aplicagdo em estudo clinico de disposicao

cinética da CY.

O micrométodo de analise dos enantiomeros da HCY em plasma humano, empregando
coluna quiral acoplada ao sistema LC-MS/MS, apresenta limites de confianca

compativeis com a aplicagao em estudo clinico de disposicao cinética da CY.

. A disposigdo cinética da CY ¢ enantiosseletiva em pacientes portadores de ES ou EM
com acumulo plasmatico do enantidomero (S)-(-)-CY em func¢do da formacao

preferencial de um dos enantidmeros do metabdlito HCY.

. A disposi¢do cinética do metabolito CEPM ndo ¢ enantiosseletiva em pacientes

portadores de ES ou EM.

. A disposicao cinética dos enantidmeros da CY e seus metabolitos HCY e CEPM nao

difere entre os pacientes portadores de EM ou ES.

Os parametros farmacocinéticos da CY e seu metabolito HCY niao mostram associacio

com os polimorfismos CYP2B6*9, CYP2C9*2 e CYP2C9*3.
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