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Analise das dosagens e concentracoes séricas da
ciclosporina A em caes da raca Golden Retriever
normais ou afetados pela distrofia muscular
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Resumo

A distrofia muscular dos caes Golden Retriever (GRMD), uma
miopatia degenerativa causada pela auséncia da distrofina ¢
geneticamente homologa a distrofia muscular de Duchenne que
acomete humanos, portanto, estes cdes sio considerados modelos
experimentais para estudos em terapia celular. Seu sucesso depende
da imunossupressao adequada. A ciclosporina A (CsA) ¢ indicada
para tal e a monitorizacio de suas concentragoes sangiiineas e efeitos
adversos sdo essenciais para viabilizar a terapia. Foram estudados caes
GRMD, e normais da mesma raca, submetidos a terapia com CsA,
associada, nos GRMD, ao transplante de células tronco. Foram
avaliados as concentragdes sanglineas do farmaco através de amostras
coletadas a cada dois ou trés dias e analisadas pelo método do
imunoensaio por fluorescéncia (FPIA). Como resultado observamos
que as concentragdes de CsA oscilaram muito, em seis dos oito animais.
Concluimos que as doses variam individualmente sendo de maior
importancia avaliar a concentracio do farmaco no sangue e sua
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viabilizagdao no uso da terapia celular.

Introducao

Terapias celulares que envolvem os
transplantes trazem esperancas para o
tratamento da Distrofia Muscular em
humanos, no entanto enquanto a aplicagdo
das mesmas nao se torna viavel, tratamentos
com farmacos tornam-se cada vez mais
testados.! Atualmente as técnicas de
transplantes heterélogos, sio amplamente
difundidas, sendo importante a queda da
resposta imune.” A ciclosporina A (CsA) é
utilizada como imunossupressor em
transplantes, como tratamento de doengas
autoimunes, e no campo da terapia génica.’

Trata-se de uma gordura solavel
derivada dos fungos Tohpocladinm inflatum
gams *° e, Beanveria nivea, sob a forma de
polipeptidio ciclico composto por 11

aminoacidos®. E um undecapeptideo ciclico,
lipofilico neutro de peso molecular 1202 Da
e com solubilidade aquosa muito baixa
(0,04mg/ml a 25° C).” Foi introduzida em
1978, para o tratamento dos transplantes
alogénicos.

Sua absor¢io quando administrada
por via oral é incompleta e depende de cada
paciente, sua metabolizagao ¢ principalmente
hepatica, porém também ¢ absorvida em
pequenas quantidades no trato gastrointestinal
e nos rins. Sua excrecdo ¢ biliar e 6% da dose
inicial é excretada na urina sob forma de
metabolitos. Possui meia vida de 8,4 horas e
pico de concentracdo entre 1,5 a 2 horas
ap6s administracao. Apenas 0,1% da CsA é
excretada de forma pura na urina, nem
mesmo a dialise pode facilitar sua excregio.
Overdoses de CsA provocam émese
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forcada duas horas apds sua ingestio,
podendo ocorrer hepatotoxicidade e
nefrotoxicidade transitéria. Dosagens muito
altas provocaram morte na maioria dos
episodios.’

O uso de CsA necessita de
determinagdes periddicas das concentragoes
sangiiineas para monitorizar a dose
terapéutica, com a finalidade de obter o
efeito imunossupressor ideal, reduzindo os
riscos de rejei¢ao devidos a subdose do
medicamento, ou toxicidade causada pelo
excesso de medicamento no organismo.®
Existem atualmente no mercado varias
técnicas disponiveis para dosagem de CsA
sangiiinea. A cromatografia liquida de alto
desempenho (high performance liquid
chromatographic — HPLC), a primeira técnica
utilizada, fornece resultados bastante precisos
e especificos, porém ¢ de dificil
automatiza¢do, com custo eclevado e
procedimentos trabalhosos®. A técnica de
radioimunoensaio (radioimmunoassay — RIA)
foi descrita pela primeira vez em 1981, na
época, representou um avanco importante,
porém exigia equipamento especifico e
pessoal técnico especializado para manuseio
do material radioativo.

A CsA tem grande utilizagdo em
humanos”"” para prevencio da doenca do
enxerto contra o hospedeiro (GVHD) onde
foi utilizada em dosagens de 12 a 15 mg/
kg/dia; em cides, em doses de 15 mg/kg
por via oral duas vezes ao dia durante os
trinta e cinco primeiros dias, diminuindo para
7,5 mg/kg também por via oral duas vezes
ao dia por mais trinta dias'', sendo em
alguns episodios a causadora de rejeicao de
alguns enxertos'”. Doses baixas dos
farmacos induzem tolerdncia imune.’> A
CsA vem sendo utilizada na Medicina
Veterinatia em inimeras situacdes.'™

Uma das questes importantissimas
relacionadas 2o uso da CsA ¢é o
estabelecimento da dose que possa resultar em
imunossupressio adequada'!, com o
minimo de efeitos colaterais, para garantia
do sucesso dos transplantes. Na literatura sao
descritos diversos estudos realizados em
cies, utilizando dosagens de 5mg/kg e de
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7,5mg/kg, por via intravenosa, uma vez ao
dia®; alguns nio revelaram sua dose ideal,
porém afirmam a manutencdo de
concentracao sangiinea de 400 a 800ng/mL,
objetivando o sucesso do transplante '°.

As doses do firmaco variam
conforme os estudos anteriores; temos na
literatura dosagens de 5mg/kg a cada doze
horas, por via oral, com modificagdes
subseqiientes, objetivando concentragao
sangiiinea no valor de 250ng/mL'""; e
recomenda¢bes que os niveis de
concentragdes séricas no periodo de 12 horas
entre 1 administra¢do e outra fiquem em
aproximadamente 500ng/ml. durante os
primeiros trinta dias, para entdo serem
reduzidos para 250 ng/mL. "% "

Em outro estudo utilizaram CsA em
doses de 20 mg/kg/ dia, associaram a
mesma a azatioprina e predinisona,
mensuraram os valores séricos de CsA
periodicamente mantendo a concentragao
entre 400 e 500 ng/mL?*’; outro ainda,
utilizaram CsA 10 mg/kg/a cada 12 horas
nos cinco primeiros dias e 15 mg/kg/a cada
12 horas do sexto ao quadragésimo quinto

dias.”!
Material e Método

O projeto proposto foi conduzido
ap6s aprovacao da Comissao de Bioética
da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo
(FMVZ-USP). Foram utilizados no
experimento quatro cies da raca Golden
Retriever normais todos com dois meses de
idade, e quatro afetados pela distrofia
muscular, (dois deles com dois meses um
com cinco ¢ outro com dez meses de idade),
pertencentes ao grupo de animais do canil
GRMD Brasil localizado no Departamento
de Cirurgia da FMVZ-USP.

Foram considerados animais afetados
pela distrofia muscular os ciaes Golden
Retriever do sexo masculino submetidos ao
exame de genotipagem, através da extragao
de DNA genémico do sangue de cordido
umbilical, realizado pelo Centro de Estudos
do Genoma Humano, da Universidade de



Sao Paulo. O exame compreende na
identificagdo da muta¢iao de ponto, do sitio
3 de splice, do intron 6 do gene da distrofina.
Essa mutagao leva a perda do exon 7 durante
o processamento do mRNA gerando um
stop cddon do exon 8 e um peptideo com 5%
do tamanho normal da proteina distrofina.
Ciaes considerados normais partem do
mesmo processo de exame de genotipagem,
porém sem constar a muta¢ao a que se refere
a doenca.

Os animais GRMD receberam
ciclosporina A e foram submetidos a
transplante de células tronco de cordao
umbilical. Os animais GRN receberam
somente tratamento com ciclosporina A. O
imunossupressor empregado teve sua
dosagem variando entre 1mg/kg ¢ 10mg/
kg, a cada doze horas, por um periodo de
32 dias para os cies normais e de até 67
dias para os transplantados. As doses foram
ajustadas, caso a caso, ao longo do
tratamento na tentativa de manter
concentracOes séricas variando entre 250 e
500 ng/L.

O transplante celular (somente para
os G-GRMD) foi realizado pela equipe do
IB-USP e da FMVZ-USP, de acordo com
protocolo estabelecido em projeto proprio.
No dia um do experimento, antes de
qualquer administracio de CsA ou do
transplante, foram realizadas todas as
avaliacbes propostas e seus resultados
considerados como valores basais
(controle). Ao longo do periodo de
tratamento, iniciado no dia dois do
experimento (duragao de 32 ou de até 67
dias) foram avaliadas as concentra¢Ges séricas
da CsA

Em intervalos de dois ou no maximo
trés dias, amostras de sangue de cada animal
eram coletadas ap6s doze horas da dltima
administracio de CsA, antes da nova
administragdo do farmaco , por meio de
puncio da veia jugular ou cefalica em
volume de aproximadamente 2mL, e
acondicionadas em tubos contendo o
anticoagulante acido etileno diaminotetracético
(EDTA) a 10%. Em seguida eram
encaminhadas ao Laboratério de Analises
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Bioquimicas do Hospital Israelita Albert
Einstein para dosagem, por meio da técnica
de imunoensaio monoclonal denominado
fluorescence polarization immunoassay — FPIA.
Todos os animais recebiam o farmaco as 8
horas e as 20 horas diariamente.

Resultados

As concentracoes séricas de
ciclosporina, considerando cada animal
individualmente, oscilaram ao longo do
estudo. Foram observados picos muito altos
em seis dos oito animais. Apenas o animal
numero 5 do grupo GRMD manteve as
concentracoes séricas entre 250 ng/dL e 500
ng/dL ao longo do periodo de tratamento.
O animal nimero 6, do mesmo grupo, nio
chegou a alcancar as concentragoes séricas
desejaveis. Em func¢ao dos resultados
apresentados para cada animal, ao longo do
tempo de tratamento, ajustes da dose de CsA
foram feitos, respeitando os limites
propostos, com objetivo de controlar as
concentracoes séricas do farmaco. Os
resultados descritos podem ser visualizados
na figura 1.

No que se refere aos efeitos colaterais
relacionados ao tratamento com CsA, todos
os animais apresentaram diminui¢do do
apetite de intensidade variavel ao longo do
periodo, mas sem gravidade. Um cdo do
grupo GRMD (numero 8) apresentou
reacdo de toxicidade a CsA caracterizada por
varios episodios de vomitos e diarréia
durante um periodo de 12 horas. Outro, dos
animais do grupo GRMD (numero 5),
desenvolveu descamacio cutanea intensa,
gengivite e periodontite durante o tratamento
imunossupressor.

Discussao

O estabelecimento de uma dose ideal
de CsA ¢ primordial para garantir a agao de
imunossupressao a fim de evitar a rejei¢ao
de enxertos ' para tratamento de seres
humanos' e camundongos. No estudo aqui
apresentado foram utilizadas doses que
variaram de 1mg/kg a 10mg/kg a cada doze
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Figura 1 — Representacdes graficas individuais das concentracoes séricas de ciclosporina A em caes Golden
Retriever normais ou afetados pela distrofia muscular progressiva submetidos ao protocolo de
imunossupressdao com ciclosporina A durante o periodo de 32 dias, nos caes normais (GRN) e 67 dias
nos com distrofia muscular (GRMDs) - Sao Paulo - 2005

horas, valores esses semelhantes a0s descritos
para humanos'’, para caes'> 2" 212 ¢
também para gatos'”. Em outros estudos
realizados em cies foram empregadas doses
maiores 13,18,19,20,23.

Para ser obtido o efeito de
imunossupressao, mais importantes que as
doses do farmaco sao as concentra¢des
plasmaticas mantidas durante as 12 horas de
intervalo entre as administracdes.” Nos
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tratamentos imunossupressores feitos com
CsA, sao consideradas como concentragdes
plasmaticas efetivas valores entre 250ng/dL
e 500ng/dL"* para cies, para gatos'® ",
Entretanto, outro estudo'® sugere que para
caes, as concentracoes séricas da CsA devem
ser mantidas entre 400ng/dL e 800ng/dL.
Estabeleceu-se como meta para o estudo
aqui apresentado, a manutengido de
concentragoes séricas vatiando entre 250ng/



dL e 500ng/dL. Entretanto, houve
variagOes nas concentracdes séricas com
ocorréncias de picos que superavam
mesmo aqueles do padrio preconizado
pelos autores'® apesar de terem sido
administradas doses baixas. Tais achados
podem refletir particularidades da raga e
idade dos animais estudados e,
possivelmente, interferéncia da condi¢ao
moérbida no caso dos cies GRMD.

O fato das concentracSes séricas
permanecerem oscilantes durante os
primeiros meses justifica a indicagdo de
um controle rigido das mesmas através
de amostragens sanguineas duas vezes por
semana, que conforme o passar dos meses
¢ a estabilizacdo da concentracio tornam-
se mais espacados, chegando até a
mensuracdo apenas anual, assim como
descrito em noutro estudo.'

Sao relatados casos de Obito em animais
de experimentacio (camundongos, ratos e
coclhos) em decorréncia de concentragoes
séricas de CsA que ultrapassaram os
limites seguros.” Contudo, os filhotes de
Golden Retriever estudados chegaram a
apresentar concentracdes séricas muito
elevadas, com picos de até lSOOng/dL,
sem alteragOes consideraveis da
homeostase.

Embora estudos facam referéncias
as vias de administracio da CsA para
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humanos e animais®*?"?> nao foram

encontradas indicagdes especificas para
pacientes afetados pela distrofia muscular. O
fato do farmaco ter sido administrado por
via oral, sob a forma de emulsao, facilitou o
tratamento, principalmente dos caes GRMD
os quais apresentam dificuldade em deglutir
solidos. A absor¢ao também foi efetiva em
pelo menos sete dos oito animais estudados
como evidenciado pelas concentracoes
séricas detectadas.

Conclusoes

Para tratamento imunossupressor
efetivo para caes, as doses de CsA requerem
ajuste orientado pelos valores séricos
alcancados. Podem ser requeridos tanto
aumentos como diminuicbes de doses ao
longo de um tratamento. A idade dos caes é
um fator importante para a determinagiao
da dose apropriada de CsA. O Golden
Retriever com idade inferior a 4 meses
apresenta concentracoes séricas
perigosamente altas com doses que nao
causam o mesmo problema em animais com
mais idade.
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Analyses of dosages and blood concentration of cyclosporin A on norrmal
Golden Retriever dogs or Golden Retriever with muscular dystrophy

Abstract

Key words:
Immunosuppression.

The muscular dystrophy of Golden Retriever (GRMD) is a degenerative
miopaty caused by the absence of dystrophy and it is genetically
homologue of the Duchenne muscular dystrophy in humans, so, these
dogs are considerably experimental models for studies on cellular therapy.
Their successful depends of the adequate immunosuppression.
Cyclosporin A (CsA) is indicated for that and the monitoring of the
blood concentration and adverse effects are essential to viabilise the
therapy. It was studied GRMD dogs, and normal dogs from the same
breed, submitted for therapy with CsA, associated, on GRMD, of cell
transplantation. It was evaluated blood concentration of the drug,
between two or tree days using the method of FPIA. In our results we
found that the CsA blood concentrations oscillated too much on six
than eight of our animals. We concluded that the doses varieties

Golden Retriever
muscular dystrophy.
Blood concentration.
Fluorescence polarization
immunoassay (FPIA).
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individually and the correct dosage as to important as the evaluation of
the blood concentration of the drug and became viable for cell therapy.
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