ARTIGO DE REVISAQ
| Bras Patol Med Lab e v. 40 ¢ n. 6 » p. 393-401 ¢ dezembro 2004 REVIEW ARTICLE

Ciclosporina A e tacrolimus: uma revisao e em 050
Aceito para publicagdo em 15/06/04
Publicado em 20/12/04

Cyclosporine A and tacrolimus: a review

Solange Cristina Garcia'; Luciana dos Santos Lopes? Karen Lilian Schott% Sandra Trevisan Beck'; Valdeci Juarez Pomblum?

TS resumo

Imunossupressores Introducao: Monitorizacdo terapéutica de imunossupressores ciclosporina A (CsA) e tacrolimus (FK506) é
indispensavel para manter niveis estaveis das drogas, evitando para o transplantado a perda do enxerto,
no caso de baixas doses, ou a toxicidade, em altas doses, permitindo ajustes individuais. Histérico: Na
década de 80, foi introduzida a utilizacéo dos potentes imunossupressores CsA e FK506, revolucionando
Tacrolimus o transplante de 6rgéos com a diminuicdo da rejeicdo. Mecanismo de acédo: A CsA e o FK506 sdo inibi-
dores da transcricdo do primeiro sinal para ativacao dos linfécitos T, apresentando estruturas quimicas
diferentes, mas mecanismos semelhantes. Toxicidade: Os principais efeitos relacionados a dose da
CsA e do FK506 sao a nefro e a neurotoxicidade. Estudos apontam o FK506 como droga alternativa a
utilizacdo da CsA porque aquele demonstrou menor nefrotoxicidade e uma reversibilidade dos efeitos
neurotdxicos diante da reducdo da dose. Metodologia analitica: Na monitorizacdo de rotina para a
CsA, os imunoensaios, radioimunoensaio (RIA) e imunoensaio monoclonal com fluorescéncia polarizada
(FPIAM) ocuparam o lugar da cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), deteccdo ultravioleta (UV).
O método de referéncia para o FK506 é a CLAE com deteccdo por espectrometria de massa (LC/MS).
Porém, metodologias como ensaio imunoenzimatico de microparticulas (MEIA) ou enzyme linked imuno-
sorbent assay (ELISA) tém sido utilizadas na rotina laboratorial. Conclusado: Parece existir uma tendéncia
para a substituicdo terapéutica da CsA pelo FK506 no tratamento imunossupressor, porém ainda néo se
estabeleceu consenso nessa conduta. A metodologia analitica para a analise da CsA encontra-se bem
estabelecida; para o FK506, estudos ainda sdo necessarios.

Monitorizacdo terapéutica

Ciclosporina A

Toxicidade

abstract ISYE
Introduction: Therapeutic monitoring of immunosuppressants cyclosporine A (CsA) and tacrolimus (FK506) is | Immunosuppressant
indispensable to maintain stable levels of these drugs, avoiding graft rejection in the transplanted patient in the
case of low dosage, or toxicity in high dosage, and allowing monitoring of individual treatment. Background:
In the 80's, the introduction of the potent immunosuppressive drugs CsA and FK506 reduced the incidence of | Cclosporine A
rejection episodes after solid organ transplantation. Mechanism of action: CsA and FK506 have distinct chemical | taerolimus
structures but similar mechanisms of action, inhibiting the transcription of the first signal for T-lymphocyte
activation. Toxicity: The major side effects associated with CsA and FK506 therapies are nephrotoxicity and
neurological disturbances. However, clinical studies demonstrate that FK506 is a potent alternative to CsA due to
its lower nephrotoxicity and reversible neurotoxicity when the dosage is decreased. Analytical methodology: For
routine monitoring of CsA, the high-performance liquid chromatography with ultraviolet detection (HPLC-UV) was
replaced by the radioimmunoassay (RIA) and monoclonal antibody-based fluorescence polarization immunoassay
(MmFPIA). For the assessment of FK506, it is consensus that highly specific liquid chromatography/tandem mass
spectrometry (LC/MS/MS) is the reference method, although the microparticle enzyme immunoassay (MEIA)
and the enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) are currently used for routine monitoring. Conclusion:
There is a tendency to substitute CsA by FK506 at immunosuppressive regimens, but this is not a consensus yet.
The analytical methodology for CsA analysis is well established in the clinical laboratory, but further studies are
needed to define the best methodologies for routine FK506 analysis.
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Introducgéo

Pacientes submetidos a um tratamento prolongado
com determinados medicamentos, especialmente aqueles
com estreita relacdo entre as doses terapéutica e toxica,
necessitam ser monitorizados, quantificando-se sistematica
e/ou periodicamente o farmaco ou seus metabolitos nos
fluidos biol6gicos. Entre esses medicamentos, encontram-se
0Ss imunossupressores.

A imunossupressao, uma diminuicdo da atividade
do sistema imunoldgico apds o transplante de érgéos,
ficou muito tempo restrita a administracdo empirica e
ndo-monitorizada de drogas, como a azatioprina e a
prednisona®.

A terapia da imunossupresséo adequada é imprescindi-
vel para evitar a rejeicdo aguda de transplantes de 6rgaos,
evitando assim a perda do enxerto. Porém, doses elevadas
e/ou ndo-controladas desses medicamentos conduzem ao
desenvolvimento de toxicidade®.

No inicio de 1980 foi introduzida a ciclosporina A (CsA),
um imunossupressor que revolucionou o transplante de 6r-
gdos. No entanto, problemas associados a dosagem vieram
a tona devido a sua pouca e imprecisa absorcéo, estreita
janela terapéutica e seus efeitos colaterais, especialmente
a nefrotoxicidade. A monitorizacdo terapéutica se transfor-
mou numa necessidade importante®.

Com a disponibilizacdo de outras drogas, como o ta-
crolimus (FK506) e o sirolimus, houve um aprimoramento
no controle dessas terapias e as drogas imunossupressoras
passaram a ser quantificadas em niveis sanglineos®. A
CsA e o FK506, inibidores da calcineurina, sdo a base
da imunossupressao clinica, podendo conduzir a efeitos
toxicos, especialmente a nefrotoxicidade relacionada a
dose®.

A CsA, potente imunossupressor, € um decapeptideo
flngico originado do Tolypocladium inflatum gams® e foi in-
troduzido na década de 70 para provavel uso em transplante
de 6rgdos sélidos®. No entanto, seu uso efetivo ocorreu
em 1983 no European Multicenter Trial Group e, a partir
desta data, vem melhorando substancialmente a sobrevida
de doentes, pacientes submetidos a transplantes cardiaco,
renal, hepaético, pancreatico e pulmonar®.

O FK506, demonstrado em 1987 como opgao terapéu-
tica®, é um macrolideo derivado do Streptomyces tsukuba-
ensis® e possui acdo imunossupressora mais potente que a
CsA. Seu uso clinico é crescente, sendo atualmente a droga
base em mais de 80% dos transplantes hepéticos e 30%
dos transplantes renais®.

Como as drogas imunossupressoras representam um
problema devido a estreita faixa entre a dose terapéutica
e seus efeitos tdxicos, existe um potente estimulo para
monitorizacdo biol6gica dessas drogas, bem como a ne-
cessidade de estudar seus parametros farmacocinéticos e
farmacodinamicos, fatores importantes para precisar a dose
terapéutica necessaria a cada paciente® ', respeitando
os ajustes individuais. Pois é fundamental, em pacientes
transplantados, a manutencdo de drogas imunossupres-
soras em niveis estaveis que sejam suficientemente altas
para prevenir a rejeicdo mas, ao mesmo tempo, abaixo
do limiar téxico para minimizar efeitos como a nefro e a
neurotoxicidade(?.

Histérico

O uso combinado de agentes antiproliferativos (aza-
tioprina) e corticoides (prednisona) foi a base de esquema
imunossupressor de manutencdo utilizado entre 1960 e
1986. Essas drogas produziam inadequada imunossu-
pressdo e ndo dispunham de monitorizagao sangiinea,
sendo responséveis por um grande nimero de rejeicdes
agudas(?.

O conceito de que esses episddios poderiam ser reverti-
dos com aumento das doses de corticéide foi estabelecido
em 1963 e a resposta imediata a essa terapia decorria mais
do efeito antiinflamatério do que do imunossupressor(?.

As opcdes terapéuticas para rejeicdo, como globulina
antilinfocitica®>'® e anticorpo antilinfocitério monoclonal
(CD3), precederam a introducdo da CsA e reduziram a
freqliéncia e a intensidade do processo inflamatério e
da rejeicdo aguda quando administradas de forma pro-
filatica®?.

A grande mudanca ocorreu a partir da década de 80,
com a utilizagdo da CsA como principal base da imunos-
supressdo que, associada a azatioprina e a prednisona,
configurou o esquema terapéutico de escolha, tornando-se
uma classica associacao®.

O desenvolvimento de novas drogas imunossupres-
soras mais efetivas e eficazes, nesse periodo de 40 anos,
promoveu uma reducdo na incidéncia de rejeicdo aguda
para menos de 20%, com paralelo aumento da sobrevida
de 40% para préximo de 90% no primeiro ano de trans-
plante, a maioria ultrapassando os cinco anos com func¢ao
adequada™.

Atualmente, os inibidores da calcineurina, a CsA e o
FK506, sao usados nos protocolos de imunossupressao®.
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Mecanismo de acao

A CsA e 0 FK506, com base no sitio de acdo imunorre-
gulatério, séo classificados como inibidores da transcri¢do
do primeiro sinal para ativacdo do linfécito T@2D. Possuem
estrutura quimica diferente, porém mecanismos de acdo
similares®.

A CsA ndo é uma droga citotoxica, exerce seu efeito
numa populagdo restrita de células linféides e poupa as
outras células de linhagem mieléide, conferindo-lhes certa
seletividade. A acdo supressora depende da formacéo de
um complexo heterodimérico com seu receptor citoplasma-
tico, a ciclofilina. A ciclofilina € uma peptil-propil-isomerase
que se liga e inibe a atividade da fosfatase da calcineurina,
resultando na inibicdo da expressdo de genes de proteinas
nucleares envolvidas na ativacao celular e formacdo do
linfcito T citot6xico. Uma dessas proteinas, o fator nuclear
de células T ativado (NFAT), desloca-se para o nlcleo, onde
se liga a regido promotora de genes interleucina 2 (IL2),
interleucina 4 (IL4) e interferon gama (IFN-a), causando a
transcricdo dos mesmos e a secrecao das referidas citocinas.
O bloqueio do NFAT é considerado, portanto, o principal
efeito da CsA(18:22),

A CsA circula associada as lipoproteinas, sendo metabo-
lizada via citocromo P450 em pelo menos 25 metabdlitos.
Na formulacdo inicial, a CsA apresenta grande variacao
na absorcdo e na velocidade de metabolismo, resultando
na biodisponibilidade média de 30%, com variacéo inter
e intra-individual entre 5% e 80% e meia-vida entre seis
e 24 horas®. A nova formulacdo galénica da CsA, a CsA
microemulséo (Neoral), é destinada a superar os problemas
de absorcdo da formulacdo standard da CsA®®. Estudos
mostraram absor¢do mais consistente com um alto pico de
concentragdo e menor variabilidade individual® 29,

O FK506 apresenta uso clinico crescente. Embora néo
relacionado estruturalmente com a CsA, ele apresenta efeito
farmacodinamico similar. Entretanto mostra-se de 50 a 100
vezes mais potente em diferentes ensaios de células in vitro.
Também inibe a atividade da calcineurina apds se ligar a
uma diferente imunofilina, a fk-binding protein isoenzyme
120 (FKBP-12), interferindo nessa via de transdugéo no sinal
de imunoativacdo das células T,

As imunofilinas ligadoras do FK506 (FKBPs) se associam
areceptores de glicocorticdides ou de progesterona através
da acdo de proteinas de fase aguda da inflamacéo (heat
shock proteins). A ligacdo do FK506 aos receptores de gli-
cocorticéides o protege contra a degradacéo ou inativagao,
promovendo a sua translocagao para o nicleo e potencia-

lizando a sua ligacao no DNA, inibindo a transcricao de
diversas citocinas inflamatérias e mimetizando o efeito dos
cortic6ides®. Essa pode ser a razdo farmacodinamica pela
qual a interrupcéo de prednisona em pacientes recebendo
FK506 tem sido realizada com sucesso®®.

Muitas funcdes celulares séo diferentemente afetadas
por ambas as drogas. Porém, ndo ha dados suficientes
para concluir que os mecanismos de acdo das duas drogas
sejam distintos ou que esse resultado seja consequiéncia de
diferentes sensibilidades de diversas linhagens celulares a
acao das duas drogas®”.

Igualmente a CsA, a farmacocinética do FK506 ¢é
bastante complexa. A absorcao é variavel e incompleta,
determinando uma biodisponibilidade que varia entre 4%
e 89%, sendo em média de 20% a 25%®.

Diferentemente da CsA standard, a absorcdo do FK506
nao ¢ influenciada pela bile, o que representa uma van-
tagem particular dessa droga no transplante hepatico®.
Sua concentracao maxima é alcancada em 30min a 60min,
depois circula ligado as proteinas plasmaticas, linfécitos e
hemécias e sofre metabolizacdo hepética, resultando em
mais de 15 metabdlitos. A meia-vida de eliminacdo média
€ de dez horas, sendo a sua depuracdo maior em criancas
e reduzida na presenca de severa disfuncdo hepética®?.

O uso da CsA introduziu a monitorizacao farmacocinéti-
ca na imunossupressao. Foi demonstrada, tanto para a CsA
como para o FK506, uma correlacéo entre o nivel residual
minimo com a eficcia e a toxicidade® 3" 32,

A concentracdo elevada de CsA durante os primeiros
30 dias reduz marcadamente a incidéncia de rejeicao
aguda®*3¥, sendo que a nefrotoxicidade pode ser predita
com concentra¢des maiores que 400ug/l, enquanto que
a rejeicao, com concentracdes menores que 150ug/I®®.
Para o FK506, recentemente um novo consenso foi pu-
blicado, sugerindo diretrizes para a monitorizacdo da sua
concentracdo no sangue total, considerando os niveis entre
10pg/l e 15ug/I na fase inicial e entre 5ug/l e 10ug/l ap6s
estabilizacdo clinica®.

Tanto a CsA como o FK506 alteram a hemodinamica
glomerular com reducdo da filtragdo®”, alteracdes histold-
gicas caracterizadas pela presenca de vacuolizacdo tubular,
fibrose intersticial e hialinose arteriolar®®. O uso continuo e
em altas doses dessas drogas tem como limitagdo principal
a nefrotoxicidade(® 3839,
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Os resultados com o FK506 em transplantes hepaticos
e renais comprovam sua elevada eficacia na prevencdo
da rejeicdo aguda, porém também ha demonstracdo de
elevada incidéncia de efeitos colaterais como a nefro e a
neurotoxicidade.

Efeitos proprios da CsA e clinicamente relevantes séo
severa hipertensdo arterial, sindrome urémica hemolitica
induzida pela CsA, hipercolesterolemia, severa hipertricose
e hipertrofia gengival, além de hirsutismo e diabetes“®+2,
Entretanto, a incidéncia de alguns tipos de neurotoxicidade,
distirbios no metabolismo da glicose, diarréia, pruridos e
alopécia pode ser maior no tratamento com o FK506“3.
Em trabalho realizado sobre o metabolismo da glicose em
transplantados renais que receberam FK506 versus CsA, de-
monstrou-se que apos trés a seis meses havia uma tendéncia
ao aumento da resisténcia periférica a insulina, referente a
um significativo aumento da glicose de jejum. Apés seis
meses, ndo havia significante alteracdo em nenhum dos
parametros do metabolismo da glicose, indicando que o
uso ha longo tempo, com ambos os imunossupressores, ndo
causa cronica ou cumulativa toxicidade pancreatica“®.

Em estudo comparativo entre as duas drogas, apés duas
semanas, concluiu-se que a CsA afeta mais a hemodinami-
ca, a pressdo arterial, predispondo mais o transplantado a
uma faléncia renal“). Embora o FK506 esteja associado a
muitas formas de nefrotoxicidade®*°1%3%, existem alguns
precedentes na literatura associando a melhoria da fungado
renal apds a substituicdo da CsA pelo FK506“9). Estudos
sugerem um significativo decréscimo de creatinina em seis
meses apds essa mudanca®.

A CsA tende a estar mais associada com a incidéncia de
hiperlipidemia e hipertensdo®“. Em relacdo a hiperlipide-
mia, pode-se dizer que esses efeitos ndo sao importantes
em relacdo a faléncia cardiovascular mas estao associados
ao desenvolvimento da nefropatia cronica no uso da CsA
como imunossupressor“”’). Em estudos comparativos, o
FK506 nao possui esses efeitos®* 4 49, Na substituicdo da
CsA pelo FK506, foi observada reducéao da hiperlipidemia
e, a0 mesmo tempo, o ndo-aparecimento de casos de hi-
pertensao arterial, diabetes e lapsos de meméria®.

O FK506 pode ser o imunossupressor de escolha para re-
duzir o desconforto géstrico e minimizar os riscos relatados
pela instabilidade através dos niveis de drogas imunossu-
pressoras. Em relato de caso em uma paciente receptora de
pulmdo, a substituicdo da CsA pelo FK506 foi bem-sucedida
para corrigir a disfungdo motora gastrica®.

A neurotoxicidade tem sido relatada no tratamento
da imunossupressao com CsA e FK506. As complicacdes

neuroldgicas parecem estar, com maiores efeitos, predo-
minantemente associadas ao FK506¢". No entanto, outros
estudos descrevem uma melhora (75% e 100%, respectiva-
mente) dos efeitos neuroldgicos, os quais foram associados
a substituicdo da CsA pelo FK506¢“¢ 52,

A leucoencefalopatia fatal é uma rara complicacédo
relativa ao uso de inibidores da calcineurina, especialmente
em transplantados renais e hepéticos. Em relato de caso,
uma mulher de 37 anos desenvolveu essa patologia 12
semanas ap6s o transplante cardiaco, fazendo uso do
FK506. Indicios sustentam a hipdtese de que essa neuro-
toxicidade esté associada a diminuicado da barreira hema-
toencefalica mas, com a diminuicdo da dose, no entanto,
houve reversibilidade do quadro, ndo sendo necessaria a
suspensdo do FK506¢3).

Outros estudos mostram diferentes vantagens no uso
do FK506. Em 232 transplantados renais, o tratamento
com FK506 comparado a Neoral mostrou uma significativa
melhora no perfil dos riscos cardiacos e da funcao renal.
Em relacdo ao tempo de sobrevida, considerando seis anos,
no tratamento com o FK506 foi maior do que com a CsA
(81% contra 60%)¢%,

Metodologia analitica

Amostra biologica

Para a quantificacdo da CsA e do FK506, é possivel
utilizar diferentes fluidos biol6gicos: soro, plasma e sangue
total® # 6 55 %6 5860) Nesse caso, o anticoagulante EDTA
€ empregado para a monitorizacdo da CsA® 8 6" e do
FK506¢9. Devido a ligacdo do farmaco, em alta percen-
tagem, as hemadcias e as lipoproteinas, recomenda-se sua
determinacdo em sangue total®?.

A conservacdo das amostras bioldgicas para a mo-
nitorizacdo da CsA pode ser de um periodo maximo de
trés dias, a 4°C, a até quatro meses, a -20°C®" e, para a
monitorizacdo do FK506, a uma temperatura -70°C até o
momento da andlise®?.

Para monitorizacdo da CsA, o procedimento que melhor
parece estimar a exposicdo a droga é a realizacdo de colhei-
tas de amostras sangliineas que permitam a obtencao de
uma curva com um total de 6 pontos em 12 horas. Porém
esse método € limitado pelo custo e pela necessidade de
mdltiplas amostras de sangue para cada ponto da curva®?.
Uma Unica analise da concentracao ap6s 12h da Gltima dose
também ¢é preconizada®. No entanto, estudos recentes
apontam que a determinacdo da CsA durante a fase de
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absorcao (0-4h) pode oferecer um melhor prognéstico da
eficiéncia imunossupressora®®". Para a terapia com Neoral,
a avaliacdo da concentracdo duas horas apds a dose parece
ser uma alternativa eficiente. Porém, a alta concentracdo
da droga, presente nesse periodo, normalmente exige uma
diluicdo da amostra antes da analise. Isso ocorre devido a
possibilidade de a concentracéo da CsA presente na amostra
encontrar-se mais elevada que o valor do ponto mais alto
da curva de calibracao® ¥,

O grande problema na monitorizacdo do FK506 é o
estabelecimento do tempo apropriado e consensual no
controle terapéutico®.

Tratamento da amostra biologica

Amostras de sangue total sofrem uma etapa de separa-
¢ao prévia as analises. Hemdlise seguida de extracéo liquido-
liquido é empregada para a monitorizacdo sangiiinea da
CsA, utilizando a técnica de imunoensaio por multiplicacdo
enzimatica (EMIT) e cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) que necessita, ainda, de extracdo em fase sélida®
9. Um pré-tratamento da amostra sangliinea é necessario
também no emprego do imunoensaio monoclonal com
fluorescéncia polarizada (FPIAm) e no ensaio imunoenzi-
mético de microparticulas (MEIA), diferentemente do pré-
tratamento necessario para analisar com o cloned enzyme
donor immunoassay (CEDIA), pois uma etapa de separacdo
ndo é necessaria®.

A quantificacdo do FK506 necessita pré-tratamento e a
extracdo liquido-liquido é fundamental para a metodologia
utilizando CLAE®® 59,

Técnicas analiticas

Atécnica considerada referéncia tanto para a CsA como
para o FK506 ainda parece ser a CLAE com deteccdo ul-
travioleta (UV) e tandem espectrometria de massa MS/MS,
respectivamente®@* &9, A CLAE foi a primeira técnica utili-
zada para monitorizacdo dessas drogas. Porém é de dificil
automacdo e de custos elevados®, razdo pela qual um
levantamento realizado em 35 centros mostrou que 86%
dos laboratdrios usavam imunoensaios para a monitorizacédo
da CsA®, Atualmente, existem seis técnicas analiticas em
uso para a monitorizacdo da CsA e ainda vdrias outras em
desenvolvimento®' ¢4,

Isso se deve, provavelmente, aos avancos observados
no desenvolvimento de ensaios para a monitorizacao de
drogas. Em 1990 surgiu o método FPIAm, alternativo
ao radioimunoensaio (RIA). O FPIAm utiliza como mar-

cador a fluoresceina, ndo apresentando os problemas
de manipulacdo, descarte e validade dos reagentes que
ocorriam com o RIA. O mesmo acontece com os outros
ensaios enzimaticos que, dependendo do substrato
utilizado na reacdo, permitem a leitura final através da
medida da absorbancia espectrofotométrica — enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA), EMIT — ou a emissdo
de luz (MEIA, FPIAm). A maioria dos métodos baseia-se
na competicdo da droga presente nos fluidos biol4gicos
com a droga marcada com fluoresceina (FPIAm), com a
enzima glicose-6-fosfato desidrogenase (EMIT) ou com
a fosfatase alcalina (MEIA), que atuam sobre o substrato
correspondente. A concentracdo da droga nas amostras
bioldgicas sera inversamente proporcional ao sinal emitido
ao término da reacdo®.

Comercialmente, esses métodos sdo encontrados em
ensaios desenvolvidos pelo laboratério Abbott nos equipa-
mentos TDx (FPIAm), AxSYm (FPIAm), IMx (MEIA1I) e pela
companhia Dade-Behring (EMIT 2000).

Esses ensaios apresentam diferentes especificidades e
sao utilizados para a monitorizacdo terapéutica da CsA e do
FK506 na clinica de transplantes, tendo sua acurdcia e sua
especificidade avaliadas por diferentes estudos para melhor
conhecimento e avaliacdo dos resultados® 5 36 €0. 61,64

Os imunoensaios para monitorar a CsA mostram ainda
um considerado desvio quando comparados com a CLAE,
em particular com amostras de receptores vivos®.

O anticorpo monoclonal baseado no FPIAm para CsA
da Abbott tem sido adaptado para analises no AxSYM. O
novo AxSYM FPIAm tem a vantagem de estabilidade nas
curvas de calibracdo e boa praticidade®. Em recente ava-
liacdo, resultados comparativos foram obtidos entre essa
metodologia e CLAE utilizando-se amostras de pacientes
infantis®?.

Em comparacdo com o EMIT, o ensaio FPIAm mostra
uma alta reacdo cruzada com metabdlitos da CsA. A
média de desvio entre os dois métodos ficou por volta
de 15%@.

O problema dessas variacdes parece estar no estado
individual de imunossupressao de cada paciente. A partir
desse problema, ha estudos que direcionam a dosagem
para uma medida na atividade da calcineurina fosfatase em
células mononucleares do sangue periférico dos pacientes
que fazem uso de CsA. Em estudo com 62 transplantados
renais tratados com CsA, média de 180 + 54ug/l, a atividade
da calcineurina fosfatase foi detectada, mas estava reduzida
em 50% quando comparada com controles em dosagens
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normais. Com isso, foi constatado que néo ha uma relacéo
entre a atividade da calcineurina-fosfatase e a CsA, sugerin-
do que o nivel de CsA esté limitado na avaliacdo da eficacia
imunossupressora®.

Segundo Lake Louise Consensus Conference (1995),
0 mais especifico dos métodos em comparagéo com a
cromatografia liquida de alta eficiéncia foi o EMIT, sequido
do CEDIA e FPIAM (AxSYm)(©2 66),

O ensaio monoclonal FPIAm (TDx) foi o que menos
apresentou especificidade entre os analisados. Essas con-
sideracdes sao de extrema importancia na monitoracao
da ciclosporina em transplante clinico, influenciando
diretamente a medida das concentracdes que serdo
administradas nos pacientes®. Porém, estudo recente
comparando os resultados da CsA obtidos pelos métodos
EMIT 2000 e FPIAm (TDx) mostrou excelente correlagao.
A metodologia EMIT mostrou-se vantajosa em relacdo a
custos e adequacdo da rotina para o processamento das
amostras®?).

Em consenso documentado em 1995, entre os métodos
desenvolvidos para quantificacdo do FK506 no sangue total,
a utilizacdo da CLAE com MS/MS foi considerada método
de referéncia®>-". Na rotina, a monitoracdo é feita através
de kits comerciais com anticorpos monoclonais que incluem
o ensaio do FK506 pelos métodos imunoenzimaticos ELISA
— PRO-Trac™II FK 506 (Diasorin Inc., Stillwater, USA)@ ¢ e
MEIA (IMx), sendo este Gltimo mais vantajoso em termos
de custo e rapidez®”.

O método MEIA original | tem deteccéo limite de 5ig/I,
porém ha um segundo ensaio, MEIA II, que detecta limites
de 2ig/I1®3.

Quanto a especificidade dos métodos ELISA e MEIA,
foram feitos varios estudos em diferentes centros com-
parando-se com CLAE MS/MS ou CLAE deteccdo com
espectrometria de massa e encontrou-se desvio positivo
quando usando ELISA de 17%, comparando os resultados
de medidas do FK506 em pacientes transplantados®>.

Outro estudo compara o método MEIA | e a CLAE MS/
MS e tem desvio positivo de 3% com excelente coeficiente
de correlacao®®.

Em outra investigacdo, agora com MEIA Il em 104
amostras de criancas, a concentracado determinada com esse
método ficou por volta de 20% acima da observada com
CLAE MS/MS, embora a correlagdo dos dois procedimentos
tenha sido considerada excelente®.

Estudos adicionais tém comparado os mesmos imuno-
ensaios e mostraram baixa correlacao®* ¢®,

Essa positividade parcial com métodos MEIA e ELISA esta
relacionada a severas reacdes cruzadas entre metabdlitos
do FK506 e anticorpos monoclonais®. Uma possibilidade
de direcionar o problema seria a formacdo de um penta-
mero. O ensaio, que inclui a formagdo deste pentamero,
faz a quantificacdo do FK506 mais aqueles metabdlitos que
podem estar ligados com FK-BP12 e o complexo célcio-
calmodulina-calcineurina®@.

Assim, em casos de reacdo cruzada com metabdlitos na
metodologia ELISA, a elaboracéo desse ensaio pentamérico
forneceu método alternativo para medir o estado de imu-
nossupresséo dos pacientes® ¢,

Conclusao

A introducéo dos imunossupressores na clinica revolu-
cionou o transplante de 6rgdos com a diminuicéo das rejei-
¢Oes e 0 aumento da vida-média do enxerto transplantado,
aumentando o tempo de vida do receptor.

A toxicidade dessas drogas tornou-se um problema, e
a monitorizacdo terapéutica dos imunossupressores passou
a ocupar um lugar imprescindivel no bom prognéstico dos
procedimentos pés-enxerto de 6rgaos.

O controle terapéutico de medicamentos como a CsA e
0 FK506, devido a sua estreita janela terapéutica, auxilia nos
ajustes das doses individuais para os receptores, respeitando
as particularidades do tecido transplantado, e é aliado no
prolongamento da vida apds o transplante.

A dose e o melhor tratamento imunossupressor devem
ser adotados e ajustados individualmente, preconizando o
éxito na adocdo da substituicao da CsA pelo FK506, prin-
cipalmente para diminuir efeitos toxicos.

Na colheita da amostra biol6gica, muitos parame-
tros devem ser observados (anticoagulante, tempo e
condicdes de conservacdo e tempos ideais da colheita).
A CsA apresenta muitos estudos relacionados a farma-
cocinética, e o tempo de duas horas apds a Gltima dose
parece ser adotado em muitos centros. Para o FK506,
hé um problema no estabelecimento do melhor tempo
de colheita.

A escolha da melhor metodologia também é discutivel,
pois na rotina os métodos imunol4gicos sédo os mais adota-
dos por sua praticidade e sua disponibilidade laboratorial
em comparagao com a utilizacdo de métodos cromatogra-
ficos, que sdo considerados métodos de referéncia para a
monitorizacdo da CsA e do FK506, porém trabalhosos e
ONerosos.
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