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RESUMO

A ciclosporina (CsA), a despeito da recente introducdo de novas drogas
imunossupressoras, permanece como a pedra angular da terapia antirejeicdo do
receptor de enxerto renal. No Brasil, 30% dos pacientes em lista de espera para
transplante renal séo anti-VHC+, e observacdes prévias do nosso grupo sugerem uma
farmacocinética da CsA alterada nesses pacientes. Com 0 objetivo de avaliar esta
hipdtese, dois estudos paralelos foram feitos: um estudo pré-transplante com 22
pacientes em hemodidalise aguardando transplante, 11 anti-VHC+ (ELISA3), 7 dos
quais PCR+, e 11 anti-VHC-, que receberam uma dose unica oral de 8 mg/kg de
ciclosporina em microemulsdo (CsA-ME); e um estudo no 15° dia pds-transplante,
com 24 receptores consecutivos, 10 ELISA+ (6 PCR+) e 14 ELISA-, que receberam
a dose oral de CsA em microemulsdo indicada pela equipe assistente. Os parametros
farmacocinéticos foram calculados a partir de 13 dosagens (tempo 0-12 h p6s-dose)
feitas por fluorimetria polarizada com anticorpos monoclonais (Abbot Laboratories,
[llinois). Aqueles HbsAg+, com transaminases elevadas, diabéticos ou usando drogas
que tivessem interacdo farmacocinética com a CsA foram excluidos. A analise
estatistica foi feita pelo teste t e Mann-Whitney. As varidveis demograficas com
conhecida influéncia sobre a farmacocinética da CsA foram similares nos dois
grupos. No estudo pré-transplante, , a Cmax foi 40% maior, a ASCy.1» 42% maior
(p<0,05) e a Cmin 56% maior entre os pacientes ELISA+ comparados aos ELISA-.
Essas diferengas foram acentuadas comparando o subgrupo PCR+ com 0s pacientes

VHC- (Cméax 58% maior -p=0,05-, ASCy.12 69% maior -p<0,01-, e Cmin 91% maior
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-p<0,01-). No estudo pos-transplante a Cmax, a ASCo.12/d0se € @ Cmin ndo diferiram
estatisticamente entre os grupo anti-VHC+ e anti-VHC- (21%, 23% e 2% maior,
respectivamente). Ao avaliar apenas os pacientes PCR+, a Cmax foi 50% maior
(p<0,01) e a ASCo-12/g0se 45% maior (p<0,05) do que o grupo ELISA-. O nivel de
vale, acompanhado pelos 12 meses pos-transplante, foi sempre superior entre 0s
pacientes ELISA+, a despeito de doses menores de CsA, atingindo significancia aos
seis meses. Concluimos que os pacientes anti-VHC+, principalmente aqueles com
viremia (PCR+), tém a farmacocinética da CsA microemulsdo alterada, com niveis

de pico e ASCy-12/dose Maiores que os controles anti-VHC-.
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ABSTRACT

Cyclosporine (CsA), despite recent introduction of new immunosuppressive
drugs, still remains the cornerstone of kidney transplant recipient
immunosuppression. In Brazil, 30% of patients waiting for kidney transplantation are
anti-HCV+, and previous observations of our group suggest an altered CsA
pharmacokinetics in these patients. In order to evaluate that, two parallel studies
were done: a pre-transplant study with 22 dialysis patients waiting for
transplantation, 11 anti-HCV+ (ELISA third generation), 7 of them PCR+, and 11
anti-HCV-, which received a 8 mg/kg single oral dose of CsA microemulsion (CsA-
ME); and a 15" day post-transplant study with 24 consecutive recipients, 10 ELISA+
(6 PCR+) and 14 ELISA-, which received the CsA microemulsion oral dose
indicated by the assistants. Pharmacokinetics parameters were calculated from 13
dosages (time 0-12 hours post-dose) performed by fluorescence polarization
immunoassay with monoclonal antibodies (Abbot Laboratories, Illinois). Those
patients HbsAg+, with elevated transaminases, diabetics or using drugs interacting
with CsA pharmacokinetics were excluded. Statistical analysis was done by t test and
Mann-Whitney. Demographic variables with already known CsA pharmacokinetics
influences were similar in both groups. In the pre-transplant study, Cmax was 40%
higher, AUCy.12 42% higher (p< 0,05) and Cmin 56% higher for HCV+ patients in
comparison to HCV- ones. These differences were accentuated comparing PCR+
with HCV- patients (Cmax 58% higher - p= 0,05 -, AUCy.12 69% higher - p< 0,01 -,

and Cmin 91% higher- p< 0,01). In the post-transplant study Cmax was 21% higher,
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AUC.12/d0se 23% higher and Cmin 2% higher for HCV+ patients. When evaluating
only PCR+ patients, Cmax was 50% higher (p< 0,01) and AUC.12/d0se 45% higher
(p< 0,05) than ELISA- group. Trough levels, followed for 12 months PO, remained
higher in HCV+ patients, despite small doses of CsA. We conclude that anti-HCV+
patients, mainly those with viremia (PCR+), have altered CsA microemulsion
pharmacokinetics, with higher peak levels and drug exposure than control patients

anti-VHC-.
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1 Introducao

A insuficiéncia renal cronica (IRC) em fase terminal, com necessidade
permanente de terapia de substitui¢do renal, incide em 80 a 90 pacientes por milhdo
de habitantes/ano®. Anualmente, portanto, aproximadamente 800 a 900 pacientes
novos necessitam tratamento dialitico no Rio Grande do Sul, havendo em torno de
2200 pacientes em programa cronico de hemodialise no estado (dados da Secretaria
Estadual de Sadde). No Brasil, no ano de 1999, havia em torno de 37039 pacientes
em hemodialise, 0 que gerou um custo aproximado de R$ 482.247.780,00, somente

com a terapia renal substitutiva (dados do Ministério da Saude).

As possibilidades terapéuticas para esta condi¢do incluem a hemodialise, a
dialise peritoneal ambulatorial e o transplante renal. Este Gltimo, respeitadas as suas
contra-indicaces, € a melhor opcéo de tratamento para o renal cronico. Isto deve-se
ao fato de, comparado a dialise, é mais barato, prové uma depuracdo sanglinea
superior, mantém as outras fungdes renais (enddcrina, metabdlica e reguladora),
permite uma melhor qualidade de vida e uma maior sobrevida. Estima-se que o custo
do transplantado renal para o SUS, a partir de um ano livre de tratamento dialitico,

passa a ser menor do que se 0 paciente permanecesse em dialise. Além disso, 0
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transplantado pode muitas vezes retornar ao mercado de trabalho, desonerando o
INSS. A qualidade de vida do renal crbnico transplantado é melhor do que a

daqueles que permanecem em hemodiélise®® *

, pois o individuo deixa de depender
de métodos dialiticos para a sobrevivéncia, possibilitando uma melhor reabilitagdo
fisica, social e psicologica. Adicionalmente, as complicacdes decorrentes da IRC e
da propria dialise, incidentes a longo prazo, sdo evitadas. O nivel de habilidade
funcional (indice de Karnofsky)' foi significativamente superior entre os

transplantados. Por fim, um grande estudo longitudinal®

, prospectivo, com 228.532
pacientes em hemodialise elegiveis para receber transplante renal demonstrou que,
18 meses ap0s a cirurgia, o risco relativo de morte é significativamente menor entre

0s pacientes que submeteram-se ao transplante (risco relativo=0,32), comparados aos

que permaneceram em lista de espera (risco relativo=1).

Desde a introducao da ciclosporina (CsA), houve uma importante melhora
nos resultados do transplante renal, com taxas médias de sucesso ao final do primeiro
ano de 90% em alguns centros transplantadores™™ ®. Nos Estados Unidos, no periodo
de 1991-1997, a sobrevida do paciente e do enxerto em 5 anos foi, respectivamente,
82% e 63%°. O transplante traz associadas, portanto, taxas de morbidade,
mortalidade e risco de perda do enxerto. As perdas precoces ocorrem em geral por
motivos tecnico-cirurgicos (trombose arterial), por necrose cortical devido a
isquemia prolongada, ou por uma das formas de rejeicdo precoce (hiperaguda,

acelerada ou aguda).

As perdas tardias constituem-se, atualmente, no maior empecilho para o
sucesso a longo prazo do transplante renal. O principal fator causal das perdas tardias

é a rejeicdo cronica, mesmo apds a introducdo da CsA°. Alguns centros reportam que
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de 50 a 80% dos pacientes transplantados retornam a dialise em decorréncia desta
patologia’®. A rejeicdo cronica tem etiopatogenia e fisiopatologia ainda mal
entendidas. Fatores hemodinamicos (hipertensdo glomerular), metabdlicos
(dislipidemia) e imunologicos (episodios anteriores de rejeicdo aguda,
imunossupressao  insuficiente, incompatibilidade do complexo maior de
histocompatibilidade) estdo envolvidos, levando a um resultado final de atrofia

tubular, fibrose intersticial e glomerulopatia cronica do enxerto®.

Em suma, a insuficiéncia renal crénica ¢ uma condicdo de grande impacto
individual e social, que gera um elevado custo, decorrente do seu tratamento e da
perda da capacidade laboral dos pacientes afetados. O tratamento que possibilita
melhores resultados e menor custo € o transplante renal, respeitadas as suas
indicacbes. Todos os esforgos, portanto, devem ser empregados no sentido de
melhorar os resultados dessa modalidade terapéutica, que, embora tenha evoluido
muito nos Gltimos anos, pode ainda ser aprimorada, principalmente no tocante a

incidéncia de complicacdes associadas e de perdas tardias do enxerto.
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1.1 Ciclosporina

A melhora dos resultados do transplante renal ocorrida na Ultima década
deveu-se, principalmente, ao refinamento da tipagem tecidual e das provas cruzadas
pré-transplante, a evolucdo das técnicas cirurgicas e do manejo peri-operatério, e a
introducdo de terapias imunossupressoras mais efetivas®®. Nesse item, a ciclosporina
foi a droga com maior impacto na prevencao da rejeicdo aguda e, desde a década de
80, faz parte do protocolo de imunossupressdo da maioria dos centros de transplante

renal do mundo.

A ciclosporina € obtida a partir de um fungo (Tolypocladium inflatum),
possui peso molecular de 1200 kD, sendo composta por 11 aminoacidos, a maioria
dos quais hidrofébicos™. Trata-se de um potente imunossupressor, cujos efeitos
farmacoldgicos e processos farmacodinamicos in vivo e in vitro foram extensamente
estudados®. Em contraste com 0s imunossupressores classicos, a CSA exerce seus
efeitos especificamente nos linfocitos T. De maneira simplificada, a droga induz
imunossupressao prevenindo a ativacdo dos linfécitos ndo estimulados num estagio
inicial do ciclo celular (transicdo GO-G1). Esse efeito € mediado pela calmodulina e
produzido principalmente pela inibicdo da sintese e liberacdo de interleucina-2 (IL-2)

e de outras linfocinas pelos linfécitos T-auxiliares®®.
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1.1.1 Farmacocinética da ciclosporina

A ciclosporina é um composto hidrofébico, solivel em lipidios e solventes
organicos, cuja farmacocinética ja foi profundamente estudada® >*. Sua absorcio
oral é incompleta, ocorrendo na porcdo proximal do intestino delgado. A fracdo
absorvida da droga varia amplamente entre pacientes urémicos e transplantados
renais, dentro de uma faixa de 2 a 89% em um estudo’?, porém com valores ao redor
de 30% na maioria dos pacientes em vérios outros estudos® 2+ %% 62 ™ 75 Qg
principais fatores envolvidos na absor¢do da CsA séo a presenga de sais biliares na
luz intestinal (a qual depende de uma boa funcéo hepética e de um adequado fluxo
biliar) e a auséncia de estados de ma-absorgcdo (diarréia, lesdo epitelial difusa,
intestino curto). Recentemente a atividade intestinal da glicoproteina P foi
responsabilizada por 30% da variabilidade interindividual da concentragdo méaxima
(Cmax) da CsA>’. Fatores de menor importancia sio a presenca de alimentos, diabete
melito e tempo apds o transplante (atingindo um méximo em 2 a 4 semanas, e

retornando aos niveis iniciais de absorcio apés seis meses)® &’

O Cmaéx ¢é atingido em 1 a 6 horas (Tmax) ap6s a ingestdo do farmaco. A
CsA se distribui ampla e rapidamente nos tecidos, num volume que varia de 1,8 a
13,8 I/kg, atingindo em média um volume aparente de distribuicdo de 600 litros
(semelhante ao da digoxina). A meia-vida de distribuicdo é de 1,2 h*. A droga
concentra-se no figado, no pancreas, no tecido adiposo e nos tecidos linféides. A
porcentagem de gordura corporal teoricamente poderia influenciar o volume de

distribuicdo (Vd) da droga, pois a CsA é lipossolivel. Yee e colaboradores®, porém,
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ndo demonstraram diferencas no Vd da CsA entre sete obesos e 39 ndo obesos
transplantados de medula 6ssea, e Flechner e colaboradores? chegaram a mesma
concluséo ao estudar 10 obesos e 35 ndo obesos urémicos. A distribuicdo da CsA no
sangue depende de sua concentracdo, do hematdcrito, do nivel de lipoproteinas
plasmaticas e da temperatura corporal. Aproximadamente 58% circula ligada aos
glébulos vermelhos, e 9% aos leucdcitos. Quase a totalidade dos 33% restantes

circula no plasma ligada & lipoproteinas, ficando uma fracdo livre entre 0,5 e 4,2%°"

66

A depuracéo da CsA tem variacdo interindividual de até 20 vezes®. Menos
de 1% da CsA ¢é excretada inalterada, e 0s metabolitos sdo praticamente inativos,
sendo o composto original responsavel pela quase totalidade da atividade biologica
do farmaco. O metabdlito mais ativo, AM1, possui apenas 5% da atividade da droga
mée. A excrecdo urinaria da CsA € desprezivel, sendo menor do que 1% de uma
determinada dose®®. A droga sofre extensa metabolizacdo pelas isoenzimas do
citocromo P450-3A, as quais sdo encontradas principalmente no figado, mas também

no epitélio intestinal**

. Através de hidroxilacdo e da N-desmetilacdo sdo gerados
mais de 30 metabolitos, que por sua vez sdo excretados na bile. Os principais fatores
envolvidos na variabilidade da metabolizacdo da CsA sdo: genéticos, idade (maior
nas criancas e menor em adultos apés os 45 anos) e doenca hepética™. Além desses
fatores pessoais, outras drogas administradas concomitantemente podem ter uma

influéncia marcada na metabolizacdo da CsA, induzindo ou inibindo o sistema P450

(quadro 1).
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Quadro 1. Farmacos que interferem com a farmacocinética da CsA.

Farmacos que aumentam o nivel sangiiineo da CsA

Esterdides androgénicos
Antagonistas do canal do célcio
Corticoesteroides (em altas doses)
Danazol

Doxiciclina

Antibiéticos macrolideos
Fluconazole

Cetoconazole

Ticarcilina

Quinolonas

Tamoxifen

Anticoncepcionais orais

Farmacos que diminuem o nivel sangliineo da CsA

Anticonvulsivantes
Isoniazida
Rifampicina
Metimazole
Naficilina
Octreotide
Probucol

Warfarim

A CsA pode causar uma série de efeitos adversos clinicamente
significativos. Como a faixa terapéutica € estreita, muitos pacientes apresentam
efeitos indesejaveis importantes. Os principais efeitos adversos sao: nefrotoxicidade;
hepatotoxicidade; distarbios neuroldgicos (tremores, convulsdes, neuropatia
periférica, depressdo); cardiovasculares (retencdo hidrossalina, fenémeno de
Raynaud, tendéncia trombdtica); metabolicos (dislipidemia, hipercalemia,
hiperuricemia, hiperglicemia); imunologicos (predisposicdo as neoplasias e

infeccBes)™.
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1.1.2 Métodos de dosagem e monitorizacao terapéutica da ciclosporina

A mensuragéo da concentracdo da CsA pode ser feita no sangue total ou no
plasma. Como a droga concentra-se nos globulos vermelhos e nos leucocitos, 0s
niveis séricos podem estar abaixo do limite de deteccdo mesmo com
imunossupressdo eficaz*®. Além disso, o equilibrio quimico da CsA entre os
compartimentos intra e extracelular do sangue é altamente dependente da
temperatura®. Esses fatores tornam a dosagem no sangue total mais (til e prética.

Existem trés métodos principais para a determinagdo do nivel sangiineo, a
saber: cromatografia liquida de alta pressdo, fluorimetria polarizada e
radioimunoensaio®. A cromatografia mede diretamente a concentracdo da CsA,
sendo 0 método mais preciso. Trata-se, porém, de técnica laboriosa, que requer
varias horas para uma Unica dosagem, e por isso ndo é empregada em nivel clinico.
Os outros dois métodos sdo indiretos, baseados em reacdo antigeno-anticorpo
revelada por fluorescéncia ou radioatividade. Nos ensaios iniciais, 0s anticorpos
utilizados eram de natureza policlonal e apresentavam reatividade cruzada com os
diversos metabolitos da CsA. Mais recentemente, foram disponibilizados ensaios
com anticorpos monoclonais especificos para a droga mée. Estes ensaios produzem
resultados que guardam alta correlagdo com o0s niveis determinados através da
cromatografia (r=0,96), sendo atualmente os mais usados na pratica clinica*.

A monitorizacdo terapéutica da CsA é mandatdria no transplante de 6rgéos,
desde que foi demonstrada uma associacao entre a concentracdo sangiinea total da
droga e eventos clinicos como nefrotoxicidade e rejeicdo do enxerto®. Ha trés

modelos principais para determinacédo da dose ideal de um determinado farmaco:



a)

b)
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ajuste baseado no objetivo terapéutico final. E 0 método ideal de ajuste,
pois a dose é titulada levando em conta diretamente o desfecho
pretendido (por exemplo, dose de paracetamol para alivio da cefaléia).
Na situacdo de uso da CsA em transplantados renais, o objetivo é a
prevencdo da perda do enxerto, medida por anos de sobrevida. Portanto,
ndo é possivel utilizar este parametro para ajustes na dose de CsA,

devido ao seu carater irreversivel e ao longo tempo de laténcia.

ajuste baseado em objetivos terapéuticos intermediarios. Exemplo deste
método é o ajuste da dose de coumarinicos baseados no tempo de
protrombina. em pacientes com trombose venosa profunda. Neste caso,
0 ajuste e feito levando em conta apenas um valor-alvo para o TP, mas o
objetivo terapéutico real é evitar tromboembolismo. Como a CsA exerce
seus efeitos imunossupressores principalmente através da inibicdo da
producéo e liberacdo da IL-2, a qual é quase completamente bloqueada
em cultura mista de linfécitos por concentragdes de CsA acima de 100
ng/ml’, um objetivo terapéutico intermediario potencial seria a
mensuracdo da producdo da IL-2 pelos linfocitos do receptor. E, no
entanto, um procedimento caro e demorado, e ndo ha, no momento,
definicdo sobre quando essas concentracfes devem ser atingidas in vivo
(no pico, na média ou no vale), por quanto tempo elas devem ser
mantidas, e qual a correlagdo entre a concentracdo sangiinea total e a
concentracdo nos tecidos-alvo (enxerto e 6rgdos linfoides).
Paralelamente, ndo se definiu uma correlacdo entre a inibicdo da

producdo de IL-2 pelos linfécitos do receptor com a sobrevida renal,
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sendo necessarios maiores estudos nesta area.

c) ajuste baseado diretamente na concentracdo sanglinea da droga. Este
método pode ser empregado caso haja algum tipo de correlagédo
conhecida entre determinada faixa de concentracdo da droga em questéo
e 0 objetivo terapéutico pretendido. Algumas caracteristicas da CsA,
favorecem esta estratégia. Primeiro, existe uma clara associacdo de
efeitos adversos com concentracfes sanguineas de vale acima de 400
ng/ml, e de ocorréncia de rejeicdo aguda com concentracdes no vale
abaixo de 150 ng/ml durante o primeiro més pés-transplante®® >

Segundo, a droga mantém seu efeito constante ao longo do tempo.

Terceiro, a concentracdo da CsA no sitio de acdo esta diretamente

relacionada com o seu efeito farmacodinamico in vitro. Quarto, a

concentragdo sanguinea total da CsA é facilmente medida com as

técnicas atuais.

O nivel sangliineo de CsA ¢ rotineiramente obtido na 122 hora pds-dose
(nivel de vale), porque este tende a ser o nivel mais reprodutivel e menos
provavelmente influenciado por alteracbes de absorcdo. Adicionalmente, foi
demonstrado que a manutencdo dos niveis de vale dentro de uma determinada faixa
(150 a 300 ng/ml) reduz a incidéncia de rejeicdo aguda e de nefrotoxicidade®.
Muitas vezes, no entanto, ocorre uma superposicdo de eventos toxicos e rejeicéo
aguda, a qual incide em até 50% dos pacientes, mesmo que 0s niveis sejam mantidos
dentro dos valores-alvo. Esta inconsisténcia é explicada pela estreita faixa
terapéutica da droga, pela correlacdo imperfeita entre os niveis de vale e a area sob a

curva de concentragdo ao longo do tempo, e pelas diferengas entre a concentracao
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sanglinea e a concentracdo nos sitios de acdo da droga.

Tendo em vista as limitagbes da monitorizacdo terapéutica da ciclosporina
baseada apenas no nivel de vale, varias outras estratégias foram estudadas. A area
sob a curva de concentragdo de CsA ao longo do tempo (ASC) € uma medida mais
precisa da exposicdo total do paciente ao farmaco, e foi um pardmetro preditivo
sensivel de episddios de rejeicdo aguda e de perda do enxerto no primeiro més e ao
final do primeiro ano, em trés estudos separados® " ’°. Devido & pouca praticidade e
ao alto custo deste método, estratégias baseadas em algoritmos, com amostragem em
ou dois pontos (tempo 2h e 6h por exemplo) para estimativa da ASC, foram
desenvolvidos e estdo sendo testados prospectivamente®’. Tais algoritmos,
simplificando a estimativa da ASC e tornando possivel a sua realizacdo de maneira
seriada, prometem ser um método mais preciso de monitorizacdo do que apenas 0
nivel de vale. Neste trabalho os autores se propfe a criar uma estratégia abreviada

para estumativa da ASC.

1.2 Hepatite C

Em 1989, o Virus da Hepatite C (VHC) foi clonado e identificado como a
maior causa de hepatite ndo-A-ndo-B transmitida de forma parenteral*. A
prevaléncia da infeccdo na populacdo em geral varia em diferentes paises e areas

geograficas. Entre doadores de sangue, ela oscila entre 0,5 e 1,4% nos Estados
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Unidos, 1,2% na América do Sul, Europa e Asia, 2,2% na Africa e 0,5% na Nova
Zelandia. em certas regides, como o Vietnd e a Tailandia, a doenca é endémica, com
prevaléncia de até 22%°. Na populacdo em hemodiélise no Rio Grande do Sul, a
prevaléncia de pacientes anti-VHC+ atingiu 28,8% em um estudo®. Esta elevada
prevaléncia é explicada pelo fato destes pacientes receberem maior nimero de
transfusdes de hemoderivados do que a populagdo em geral, e de se submeterem a
um procedimento com potencial para transmissdo viral, como ja demonstrado para a
hepatite B. Paralelamente, nos pacientes transplantados renais de Porto Alegre a

prevaléncia da infeccao foi 39,5%.

O VHC é um virus RNA com aproximadamente 9400 nucleotideos, que
codificam um nucleocapsideo (C), um envelope (E1), um segundo envelope (E2) e
mais cinco genes ndo estruturais (NE1-5 respectivamente). Cada um destes genes
possui uma certa variabilidade. Recentemente, foi definida uma classificacdo
baseada na homologia genotipica dos virus isolados. A nomenclatura define tipos de
VHC (VHC 1 a 6, respectivamente, com homologia média de 65% entre si), cada

tipo com seus subtipos (a, b, ¢, etc.), com homologia média de 80%.

1.2.1 Testes diagnosticos para infeccdo pelo virus da hepatite C

Atualmente existem varias métodos diagnosticos para a infec¢do pelo VHC.

A deteccdo do RNA viral por técnicas de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) tem
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sido usada como padrdo-ouro para identificar infecgcdo atual. Tendo em vista que a
seqliéncia de nucleotideos 5’ terminal é altamente conservada e compartilhada por
quase todos os subtipos de VHC, as sondas direcionadas para esta regido podem ser
usadas para a pesquisa da presenca deste virus®. A despeito disso, a confiabilidade
do teste ¢ limitada por resultados falso-positivo e falso-negativo. Busch e colegas®,
demonstraram que manipulacdo e/ou armazenamento inadequado do sangue pode
causar resultado falso-negativo em até 40% das amostras. A extrema sensibilidade do
PCR (capaz de detectar niveis sangiiineos tdo baixos como 2000 cépias/ml) pode

facilmente levar a resultados falso-positivos por contaminacéo®’.

Os testes para a deteccdo de anticorpos para antigenos do VHC sdo os mais
usados na pratica clinica. O método de imunoabsorcdo ligado a enzima (ELISA)
usado atualmente (de segunda ou terceira geracdo) detecta simultaneamente varios
destes anticorpos, cada qual com especificidades antigénicas distintas, o0 que, em
relacdo aos ensaios de primeira geracdo, aumentou muito a sensibilidade e a
especificidade do metodo. Existe um periodo de janela, variavel de 4 a 8 semanas,
entre a contaminagdo e o desenvolvimento de anticorpos. Apenas 70 a 90% dos
pacientes com anticorpos anti-VHC (anti-VHC+) possuem RNA viral (PCR+) no
sangue, num determinado momento™. Vérias possibilidades podem explicar este
hiato: 0 VHC pode estar sequiestrado em outros sitios que ndo o plasma, por exemplo
no figado ou nas células mononucleares do sangue periférico®®. A viremia pode ser
intermitente, pois como ja demonstrado pacientes com hepatite C pos-transfusional
apresentam niveis sangliineos flutuantes de viremia e esta pode mesmo estar ausente
ou abaixo do nivel detectavel em alguns momentos'®. O paciente pode permanecer

com anticorpos apesar de ter erradicado completamente o virus (cicatriz sorolégica),
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uma situacdo aparentemente rara e dificil de comprovar, pois seria necessaria
amostragem de varios tecidos para pesquisa do RNA viral. No entanto, resultado
falso-positivo do ELISA devido a reacdes inespecificas pode ser descartado com 0s

atuais testes sorolégicos’®, devido & alta especificidade do ensaio.

Mais de 90% dos individuos com PCR+ tém também um teste positivo para
anticorpos anti-VHC?, restando portanto 10% dos pacientes infectados sem

anticorpos demonstraveis. Possiveis explicac@es para esses casos incluem:

(1) O teste anti-VHC pode ndo ser sensivel o suficiente (paciente com
baixos titulos de anticorpos), ou 0 antigeno usado no ensaio ndo é capaz de reagir

com os anticorpos do paciente devido ao genétipo viral especifico®.

(2) Conforme ja discutido, o teste de PCR pode apresentar resultados falso-

positivos por contaminacao.

(3) Os pacientes podem estar na janela entre infecgdo e seroconversédo, que

varia de duas a oito semanas com os testes ELISAZ2.

(4) A producdo de anticorpos pode estar suprimida em pacientes
imunodeficientes. Entre pacientes em hemodialise, aproximadamente 85% daqueles
com PCR positivo sdo tambem anti-VHC+, e 2,5 a 12% dos anti-VHC negativos tém
um PCR positivo. Entre transplantados renais, somente 70% dos pacientes com PCR

positivo tinham ELISA2 positivo’.

(5) O titulo de anticorpos anti-VHC em alguns pacientes tende a diminuir e

pode mesmo desaparecer ao longo dos anos, mesmo com persisténcia da viremia®®.

Adicionalmente, foi demonstrada a presenca de RNA viral apenas nas

células mononucleares do sangue periférico em pacientes com PCR e ELISA2
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negativos no soro®’.

Todas essas possibilidades discutidas acima dificultam a interpretacdo dos
testes diagnodsticos para o VHC. Para fins praticos, quando ha concordancia dos
testes (ELISA2 ou 3 e PCR), a infeccdo viral é considerada confirmada ou excluida.
Em 10 a 30% dos casos o teste ELISA2 ou 3 é reagente e 0 PCR negativo. Nestes
casos a interpretacdo é complexa, havendo vérias possibilidades, mas a probabilidade
de infeccédo viral é elevada, e o paciente considerado portador. De 2,5 a 12% dos
pacientes em hemodialise ELISA2 negativos sdo PCR positivos’®. Nestes, a
interpretacdo dos testes também é complexa, sendo mais provavel uma infeccao
aguda (paciente na janela de seroconversdo), um erro técnico em um dos testes (mais
provavelmente um resultado falso positivo do PCR), ou, mais remotamente, uma real

infeccdo viral porém com auséncia de produgdo de anticorpos.

1.2.2 Caracteristicas clinicas da infecgdo pelo virus da hepatite C

A evolucdo da infeccdo pelo VHC é bastante variavel. Alguns pacientes
nunca desenvolvem sintomas, porém a maioria apresenta um quadro de hepatite viral
algumas semanas apds a contaminagdo, com elevacdo das transaminases. A hepatite
C em pacientes com insuficiéncia renal cronica caracteriza-se por elevada taxa de
cronificacdo ap6s um perfodo assintomatico inicial”®. Ao longo deste periodo, 0

paciente pode ou ndo ter elevacbes das transaminases hepaticas, e mais
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freqlientemente estas elevacdes sdo esporadicas. Aproximadamente 50% terdo
elevacédo persistente ou flutuante das enzimas, e 60% destes terdo hepatite cronica
ativa ou cirrose, como demonstrado em estudos com biopsia®. Foi demonstrada
também correlagdo da hepatite C cronica com carcinoma hepatocelular'®. Os niveis
de aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT) néao
prognosticam acuradamente nem a existéncia e nem o grau de lesdo histoldgica™ %.
Entre pacientes em hemodialise a AST e a ALT estdo elevadas em somente 30%
daqueles com hepatite comprovada histologicamente’. Entre transplantados renais,
alguma evidéncia bioquimica de dano hepatico estd presente em 42 a 52% dos
pacientes®. A inconsisténcia entre os niveis de transaminases e a presenca do VHC
pode ser atribuida a véarias razdes: a hepatite C cronica caracteristicamente tem niveis
de transaminases flutuantes, com alternancia entre picos e niveis normais'®, sendo
que pacientes com lesdo histologica severa podem ter AST e ALT normais; a
infeccdo pelo VHC pode no causar hepatite, mesmo em pacientes PCR+"; alguns
pacientes possuem apenas anticorpos anti-VHC, mas ndo o virus. Como
consequéncia, a biopsia é o Unico método confiavel para confirmar e avaliar a
severidade da doenca hepatica em pacientes com infeccdo pelo VHC. A histologia
hepatica em um dado momento € capaz de prever a evolugdo clinica da hepatopatia a
médio e longo prazo em pacientes transplantados™. Em 6 anos, insuficiéncia
hepatica franca ou morte foi rara em pacientes com lesdes histoldgicas leves
(esteatose e hepatite persistente), porém atingiu 35% daqueles com hepatite cronica

ativa inicial e 60% dos com hepatite cronica ativa avancada.
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1.3 Farmacocinética da ciclosporina e infeccdo pelo virus da hepatite C

Poucos dados sdo disponiveis na literatura quanto a possiveis alteracfes nos
niveis sanglineos de CsA em transplantados renais anti-VHC+. Aqueles pacientes
com franca insuficiéncia hepéatica apresentam uma marcada elevacdo nos niveis de
vale da CsA. A infeccdo pelo VHC foi implicada como um fator predisponente a
hepatite medicamentosa pela CsA. Horina e colaboradores® analisaram 128
pacientes transplantados renais que estavam usando baixas doses de CsA oral devido
a necessidade de ajustes baseados nos niveis de vale. Dos 128 pacientes, trés
apresentaram uma farmacocinética da CsA alterada, com niveis elevados dos
metabolitos, porém niveis normais da droga mde. Todos os trés pacientes tinham
definida infeccdo pelo VHC (ELISA2 e PCR+), e a andlise histoldgica revelou
alteracGes sugestivas de hepatite medicamentosa. Foi excluida a possibilidade de
outras drogas, que ndo a CsA, estarem causando a hepatotoxicidade, e a retirada da
CsA resultou em normalizagdo das enzimas e da histologia hepética nos trés casos.
Os autores especulam que a infeccdo dos hepatdcitos pelo VHC induza o citocromo
P-450 e/ou interfira com o transporte transmembrana da CsA. Ambos 0s mecanismos
resultariam em niveis intracelulares elevados de metabdlitos, levando a uma captacgéo
reduzida da droga mde. Tanto a CsA como 0s seus metabdlitos sdo hepatotoxicos e
induzem colestase independente da lesdo hepética®. Os autores concluem destes
achados que os pacientes anti-VHC+ tém um risco aumentado de hepatotoxicidade
pela CsA e que ha indicios de uma interacdo especifica do VHC com a expressao das

enzimas do citocromo P450-3A e por conseguinte com a farmacocinética da CsA>.
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Em 1995 realizamos um estudo retrospectivo baseado nos dados dos
pacientes transplantados renais no HCPA desde a introducdo rotineira da testagem
para anti-VHC (ELISA2) em 1992%. Foram estudados 23 pacientes anti-VHC+ e 31
anti-VHC-, todos sem evidéncia bioquimica de lesdo hepatocelular. Concluiu-se que
0s pacientes anti-VHC positivos apresentavam um nivel de vale de ciclosporina
elevado em relacdo aos pacientes anti-VHC negativos, sugerindo um efeito da

infeccdo crénica pelo VHC na farmacocinética da CsA.

Tendo em vista a importancia de conhecer os fatores que influenciam a
farmacocinética da CsA (j& que subgrupos com a farmacocinética alterada
apresentam sobrevida do enxerto menor®!) e a alta prevaléncia (39,5%) da infeccdo
pelo VHC entre pacientes transplantados renais em Porto Alegre®®, torna-se relevante
determinar a existéncia e a natureza de uma possivel influéncia da infeccdo pelo

VHC na farmacocinética da CsA.
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1.4 Obijetivos

Objetivo geral

- Estudar a farmacocinética da ciclosporina em pacientes transplantados

renais e em hemodialise cronica portadores assintomaticos de anti-VHC.

Obijetivos especificos

- Comparar a farmacocinética da CsA de pacientes anti-VHC+ com

pacientes anti-VHC-.
- Identificar subgrupos de pacientes com a farmacocinética alterada.

- Criar uma estratégia abreviada para estimativa da area sob a curva de

concentracdo da CsA ao longo do tempo.

1.5 Hipotese conceitual

- a exposi¢do ao virus da hepatite C implica em altera¢fes na ASC da CsA.
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2 Pacientes e Métodos

2.1 Delineamento

Foram delineados dois estudos separados: estudo pré-transplante e estudo
pos-transplante. O estudo pre-transplante € um estudo transversal controlado. O
estudo pos-transplante é um estudo transversal, seriado e controlado na sua primeira

fase, com um coorte posterior.

2.2 Pacientes

Estudo pré-transplante

Avaliamos todos os pacientes em hemodiélise crénica h4 mais de 12 meses
e em lista de espera para transplante renal no HCPA. Foram excluidos os pacientes

diabéticos, HBsAg reagentes, Anti-VIH reagentes, com menos de 18 ou com mais de
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60 anos, com passado de abuso de alcool ou drogas, que estivessem ingerindo
farmacos que sabidamente interferem com a farmacocinética da CsA (quadro 1), que
apresentassem evidéncia clinica ou bioquimica de dano hepatico, ou que se negassem
a assinar o Termo de Consentimento Pds-Informacdo (anexo 1). Foram considerados
casos aqueles pacientes com pelo menos um teste para anti-VHC reagente (ELISA de
2% ou 32 geracdo), realizado ha mais de seis meses. Para cada caso foi selecionado um
paciente controle anti-VHC negativo que preenchesse os critérios de inclusdo e
exclusdo e que fosse do mesmo género e raca e tivesse idade, indice de massa

corporal (IMC) e tempo em hemodialise semelhantes.

Estudo pds-transplante

Foram selecionados todos os pacientes que se submeteram a transplante
renal no HCPA de dezembro de 1996 a agosto de 1998. Foram excluidos os
pacientes HBsAQ reagentes, os diabéticos, e 0s que ndo estivessem usando CsA.
Também foram excluidos os pacientes usando algum farmaco com interacdo
farmacocinética com a CsA, que tivessem alteracdo nas transaminases, bilirrubinas
ou albumina sérica, que tivessem um passado de abuso de alcool ou drogas, ou que

se negassem a assinar o Termo de Consentimento Pds-Informacao (anexo 2).
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2.3 Meétodos

2.3.1 Procedimento do estudo pré-transplante

No dia seguinte ao da realizacdo rotineira de hemodilise, o paciente
comparecia ao HCPA em jejum de 8 h. Era colocado um abocath n° 20 ou 22 para a
coleta de sangue de uma veia superficial do membro superior contralateral ao da
fistula artério-venosa. O voluntario recebia uma dose de 8 mg/kg por via oral de CsA
em microemulsdo (CsA-ME) na forma liquida, em copo de vidro e dissolvida em 100
ml de leite com 3% de gordura, e permanecia em jejum por mais duas horas. As
amostras de sangue foram coletadas nos tempos 0°, 307, 607, 907, 2h, 3h, 4h, 6h, 7h,
8h, 9h, 10h e 12h. A cada coleta foram aspirados e desprezados 0,5 ml de sangue,
retirados 2 ml para a dosagem de CsA, e injetados no abocath 0,5 ml de uma solugéo
de 1000 U/ml de heparina. A amostra de sangue era colocada em frascos com EDTA
e as dosagens feitas no mesmo dia, com excecdo da amostra da 122 h, que ficava

armazenada em geladeira entre 2 e 4°C para processamento na manha seguinte.
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2.3.2 Procedimento do estudo pos-transplante

O procedimento foi semelhante ao do estudo pré-transplante. O paciente
permanecia em jejum de 8h e na manha do 15° dia pos-transplante, com o paciente

ainda internado, era feita a curva farmacocinética de 13 pontos.

2.3.3 Dosagens de ciclosporina

A concentracdo de CsA foi determinada no sangue total pelo analisador
TDx®, utilizando um imunoensaio baseado em reacdo da amostra com anticorpos
monoclonais especificos, quantificada através da fluorescéncia da radioatividade
(Abbot Laboratories, Illinois). Inicialmente pipeta-se 50uL da amostra, a qual
adiciona-se um reagente solubilizador (surfactante) e um reagente de precipitacéo
das proteinas. A amostra é entdo centrifugada a 9500 rpm por cinco minutos, e
150puL do sobrenadante sdo transferidos aos cartuchos do analisador TDx®, que
automaticamente executa a incubacdo com solucdo de anti-soro e fluoresceina, bem
como a leitura final do resultado. O controle de qualidade e a calibracdo do
analisador foi feita conforme recomendacdes do fabricante. A reatividade cruzada do
ensaio com metabolitos da CsA é minima: 6,7% com AM1 e 19,4% com AM9
(nomenclatura do “Consensus Document: Hawk’s Cay meeting on therapeutic drug

114

monitoring of cyclosporine”) e o grau de correlagdo com a cromatografia liquida de
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alta pressdo elevada (r=0.9 em 1170 analises). A acurdcia do método (testada
misturando quantidades conhecidas da CsA em sangue livre da droga) foi 99% em
niveis baixos (150 ng/ml), 98% em niveis médios (400 ng/ml) e 95% em niveis
elevados (800 ng/ml). A reprodutibilidade foi testada pelo fabricante nas trés faixas
de concentracdo em 10 laboratdrios, com 11 analisadores TDx® diferentes em 5
replicatas, num total de 550 dosagens. O coeficiente de variagdo médio intra-ensaio,
entre ensaios e entre laboratorios foi sempre menor que 4,7%. As drogas comumente
usadas pelos pacientes do estudo (azatioprina, prednisona, metilprednisolona e
furosemida, entre outras) e o EDTA usado como anticoagulante também foram

testadas pelo fabricante e ndo interferiram com a precisdo do método.

2.3.4 Testagem para anticorpos anti-VHC

Todos os pacientes tiveram seu soro novamente testados para a presenca de
anti-VHC no dia da realizacdo da curva farmacocinética. O teste empregado foi o
método de enzima imunoensaio (ELISA) de terceira geracdo (Hepanostica UBI®
HCV 4.0, United Biomedical Inc., Beijing). Este ensaio utiliza peptideos
correspondentes a segmentos altamente antigénicos das porcGes estrutural e nao-
estrutural do virus da hepatite C (core, NS3, NS4 e NS5), capazes de reagir com 0s

anticorpos porventura existentes na amostra testada.
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2.3.5 Testagem para viremia

No dia da curva farmacocinética foi coletada uma amostra de sangue dos
pacientes anti-VHC+, a qual era imediatamente encaminhada e processada pelo
Laboratdrio de Imunologia do HCPA. Para deteccdo de viremia foi realizada dupla
reacdo em cadeia da polimerase (duas reacGes de amplificacdo com dois pares de
primers distintos), o que aumenta a sensibilidade e especificidade do exame,
conforme técnica ja descrita’®. Primeiramente 0 RNA viral é transcrito em DNA
complementar pela enzima transcriptase reversa, que serve de matriz para posterior
sintese exponencial de uma sequiéncia especifica do material genético produzido pela
enzima Taq polimerase. Os primers utilizados foram altamente especificos para a
regido 5’NTR terminal do VHC, uma porc¢éo constante do RNA viral. Os produtos da
amplificacdo foram detectados em gel de agarose a 2% com brometo de etidio, por

iluminacdo ultravioleta.
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2.4 Variaveis

Variaveis dependentes

-ASC,.1, - area sob a curva de concentracdo da CsA do tempo zero até o

tempo 12 horas. Calculada pela teoria trapezoidal - unidade: ng.h™/ml.

-ASCy.1o/dose - area sob a curva dividida pela dose de CsA administrada,

ajustada para o peso do paciente - unidade: (ng.h™*/ml) / (mg/kg).

-t% - meia-vida de eliminacdo da CsA. Representa o tempo necessario para
a eliminacdo de metade da concentracdo da droga presente no sangue se nenhuma
dose adicional for administrada. Este parametro representa o ritmo de metabolizacéo
e excregdo da droga, sendo obtida pela equagédo 0,693/Ke, onde Ke é a constante de
eliminacdo (valor negativo do coeficiente angular da reta formada pelos pontos da
porcdo terminal da curva farmacocinética, calculada mediante regressdo linear do
logaritmo natural da concentracdo sangiiinea de CsA em funcdo do tempo)®.

Unidade: minutos.

-Cméax - concentracdo maxima de CsA atingida no sangue total, retirada

diretamente das medidas efetuadas. Unidade: ng/ml.

-Tmax - tempo no qual a concentracdo maxima de CsA foi atingida.

Unidade: minutos.

-Cmin - concentracdo minima de CsA atingida no sangue total. Unidade:
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ng/ml.
-Cminl - nivel de vale ao final do primeiro més pos-transplante.
-Cming3 - nivel de vale ao final do terceiro més pos-transplante.
-Cmin6 - nivel de vale ao final do sexto més pos-transplante.

-Cmin12- nivel de vale ao final do décimo-segundo més pds-transplante.

Variaveis independentes

As determinagbes bioquimicas foram feitas atraves de um analisador

automatico computadorizado Mega da Bayer®.

-Cr - creatinina. Nivel plasmético de creatinina, medido através do método

de Jaffé sem desproteinizacdo. Unidade: mg/dl. Valores normais: 0,6-1,2 mg/dl.

-DCE - depuracéo da creatinina enddgena. Estimada através da equacgédo de
Cockcroft/Gault, onde DCE= [(140-idade). peso/72.Cr] (x0,85 se individuo do sexo

feminino). Unidade: ml/min.

-Bilirrubinas - nivel plasmatico de bilirrubinas, medido pelo método

colorimétrico de Jendrassik. Unidade: mg/dl. Valores normais: até 1,2 mg/dl.

-Albumina - nivel de albumina plasmatica, medido através do verde de

bromocresol. Unidade: g/l. VValores normais: 3,5-5,0 g/I.

-AST - aspartato aminotransferase, medido pelo método ultravioleta
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cinético. Unidade: U/I. Valores normais: 11-41 U/l (homens), 11-36 U/l (mulheres).

-ALT - alanino aminotransferase, medido pelo método ultravioleta cinético.

Unidade: U/I. Valores normais: 9-43 U/l (homens), 9-36 U/l (mulheres).

-GGT - gama glutamil transferase, medido pelo método cinético
colorimétrico. Unidade: U/l. Valores normais: 11-50 U/l (homens), 9-32 U/l

(mulheres).

-Ht - hematdcrito. Percentagem de globulos vermelhos no sangue total.

Valores normais: 44+4 % (homens), 42+4 % (mulheres).

-Colesterol - nivel plasmatico de colesterol total, medido pelo metodo

enzimatico oxidativo. Unidade: mg/dl. Valores desejaveis: abaixo de 200 mg/dl.

-Dose - dose de CsA-ME relativa ao peso do paciente administrada no

momento da dosagem do nivel sangliineo correspondente. Unidade: mg/Kg.

-Massa corporal ou peso - massa corporal do paciente medida em jejum

imediatamente antes da realizagdo da curva farmacocinética. Unidade: Kg.

-IMC - indice de massa corporal. Calculada dividindo-se o peso pelo

quadrado da altura. Unidade: kg/m®.

-tempo em hemodidlise: periodo de tempo que o paciente se submeteu a

realizacdo de hemodialise antes de participar do estudo. Unidade: meses.

-idade - idade do paciente no dia da realizacdo da curva farmacocinética.

Unidade: anos.
-sexo - género fenotipico do paciente.

-raga - caracterizada como negrdide ou caucasoOide através de caracteres
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fenotipicos do paciente.

-RAC - rejeicdo aguda celular. Evento caracterizado por disfuncdo do rim
transplantado. Foram considerados episédios de RAC aqueles diagnosticados pela
equipe assistente baseados em caracteristicas clinicas e resposta ao tratamento e/ou

biopsia do enxerto.

-NTA - necrose tubular aguda. Evento caracterizado por auséncia de funcéo
inicial do enxerto com necessidade de hemodialise na primeira semana poés-

transplante.
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2.5 Analise estatistica

Para verificacdo da normalidade da distribui¢do das variaveis continuas foi
aplicado o teste de Kolmogorov-Smirnov, e para verificacdo da equalidade de
variancias o teste de Levene. Para verificar diferengas entre médias, foi utilizado o
teste t e, quando necessario, o teste de Mann-Whitney. Para variaveis categoricas foi
empregado o qui-quadrado com o teste Exato de Fisher. A andlise de correlacdo de
Spearman foi aplicada para correlacionar as variaveis independentes as dependentes.
A reta de regressdo da porgdo terminal da curva famacocinética foi calculada pela
regra dos minimos quadrados, e os coeficientes angular e linear por regressao linear
simples. A andlise de correlacdo desses pontos foi feita pelo coeficiente de
correlacdo produto-momento de Pearson. Para analise da evolugdo da Cmin ao longo
do seguimento pos-transplante, foi utilizada a analise de variancia para medidas
repetidas. A regressdo linear passo-a-passo (“stepwise”), considerando as 13
dosagens de CsA da curva farmacocinética como co-varidveis, foi empregada para
definir a equacdo de regressdo com melhor grau de correlacdo com a ASCy.12. O
calculo do tamanho da amostra foi feito considerando dados da literatura de média e
variancia da AUCy.1o.em estudos com pacientes e protocolos semelhantes ao do
presente estudo. Para detectar uma diferenca de 20% com um erro beta de 0,80, o
tamanho da amostra seria de 10 pacientes em cada grupo. O nivel de significancia
utilizado foi sempre um p<0,05 para testes bi-caudais. Todos os testes estatisticos

foram executados pelo programa “SPSS 8.0 for windows”.
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3 RESULTADOS

3.1 Estudo pré-transplante

3.1.1 Caracteristicas da amostra

Dentre os 130 pacientes em lista de espera para transplante renal no HCPA,
foram selecionados 11 pacientes anti-VHC+ e 11 pacientes controles, anti-VHC-.
Devido ao proprio processo de selecdo, as principais variaveis demograficas
apresentaram semelhanca entre os dois grupos (tabela 1), ndo diferindo

estatisticamente (teste t).
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Tabela 1. Caracteristicas demograficas dos pacientes ELISA+ e ELISA- do estudo
pré-transplante.

ELISA+ ELISA- Diferenca (%) P

NUmero de pactes. 11 11 -

Idade (anos) - média (DP) 43 (11) 45 (12) -4% 0,77*
IMC (kg/m?) - média (DP) 249 (3,3) 25,9 (4,6) -4% 0,56*
Peso (kg) - média (DP) 68 (17) 69 (18) -1% 0,96*
raca (caucasoide/negroéide) 6/5 6/5 - 1,00**
sexo (homem/mulher) 6/5 6/5 - 1,00**
tempo em hemodidlise (meses) - 35 (16) 34(22) 3% 0,89*
média (DP)

*teste t

**Teste Exato de Fisher

Os resultados dos exames laboratoriais estdo descritos na tabela 2. Note-se
que os principais indicadores de dano hepatico (transaminases e bilirrubinas)
situaram-se dentro dos limites da normalidade, além de ndo terem apresentado

diferencas estatisticamente significativa entre 0s grupos.

Tabela 2. Parametros bioquimicos dos grupos ELISA+ e ELISA- do estudo pré-
transplante.

ELISA+ ELISA- Diferenca p*
Média (DP) Média (DP) (%)
Colesterol 187 (64) 210 (52) -11% 0,37
Albumina 4,3 (0,6) 4,6 (0,3) -7% 0,21
AST 28 (19) 24 (16) 16% 0,61
ALT 29 (23) 19 (16) 53% 0,23
GGT 56 (47) 34 (30) 65% 0,21
Bilirrubinas 1,4 (0,5) 1,2 (0,3) 17% 0,17
Ht 32 (6) 31 (4) 3% 0,76

*teste t
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Foi utilizada a correlagcdo de Spearman (ndo-paramétrica), com o objetivo

de determinar quais variaveis independentes se correlacionaram com 0s parametros

farmacocinéticos. Na tabela 3, pode-se observar uma correlagdo positiva entre a

idade e a meia-vida da CsA (r=0,44, p=0,04), do peso com a area sob a curva (r=0,5,

p=0,02) e com a Cmin (r=0,50, p=0,02) e da GGT com o Tmax (r=0,52, p=0,01).

Como a distribuicao destas variaveis foi semelhante nos grupos ELISA+ e ELISA-,

pode-se assumir que as mesmas nao influenciaram os resultados.

Tabela 3. Correlacdes de Spearman das variaveis independentes com as variaveis

dependentes do estudo pré-transplante.

Tmax Cmaéax T1/2 ASCo.12 Cmin
Idade -0,12 0,26 0,44* -0,03 0,04
IMC 0,23 0,07 0,28 0,35 0,38
Peso 0,29 0,26 0,29 0,50* 0,50*
Tempo em hemodialise -0,12 0,04 0,22 0,08 0,21
Colesterol -0,02 -0,05 -0,19 -0,06 -0,18
AST 0,33 0,10 -0,20 0,17 0,15
ALT 0,35 0,31 -0,15 0,32 0,25
GGT 0,52* 0,01 -0,21 0,22 0,26
Bilirrubinas 0,35 -0,08 -0,19 0,02 0,10
Albumina 0,04 0,17 0,11 0,24 0,16
Ht 0,19 0,07 0,09 0,22 0,19
W (n=22)
*p<0,05

Na tabela 4 pode ser vista a estatistica dos parametros farmacocinéticos dos

grupos ELISA+ e ELISA-. A concentracdo maxima atingida, bem como o nivel de
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vale, ndo diferiram entre os grupos (40% e 56% maior nos ELISA+, p=0,06 e 0,09
respectivamente). A meia-vida de eliminacdo foi semelhante (ELISA+ 8% menor,
p=0,23), reforcando o pressuposto de que a metabolizacdo hepatica da CsA estava
preservada entre os pacientes portadores do VHC no estudo. Ja o principal indicador
da exposicdo total do paciente ao farmaco, a ASCy.1» foi 42% (p<0,05) superior

entre os portadores do VHC.

Tabela 4. Comparacbes dos parametros farmacocinéticos nos grupos ELISA+ e
ELISA- do estudo pré-transplante.

ELISA+ (n=11) ELISA- (n=11) Diferenca p
Média (DP) Média (DP)
Tmaéx (min) 136 (45) 109 (39) 25% 0,14*
Cmaéx (ng/ml) 2954 (1273) 2103 (506) 40% 0,06**
meia-vida (min) 265 (43) 289 (46) -8% 0,23*
ASCo.12 (ng/ml/h) 13323 (5109) 9350 (3326) 42% 0,04*
Cmin (ng/ml) 366 (205) 235 (126) 56% 0,09*

*teste t
**Mann-Whitney

A comparagdo do subgrupo de pacientes com viremia (ELISA e PCR+),
com o grupo controle (ELISA-), pode ser analisada na tabela 5. Neste grupo, houve
uma acentuacdo das diferencas previamente observadas na Cmax (58% maior,
p=0,05), na ASCq.12 (69% maior, p<0,01) e na Cmin (91% maior, p<0,01). Ja a meia-

vida de eliminacdo permaneceu semelhante (-7%, p=0, 36).
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Tabela 5. ComparacGes dos parametros farmacocinéticos nos grupos PCR+ e
ELISA- do estudo pré-transplante.

PCR+ (n=7) ELISA- (n=11)  Diferenca p
Média (DP) Média (DP)
Tmax (min) 141 (51) 109 (39) 29% 0,15*
Cmax (ng/ml) 3328 (1327) 2103 (506) 58% 0,05**
meia-vida (min) 268 (46) 289 (46) -1% 0,36*
ASCo.12 (ng/ml/h) 15814 (4407) 9350 (3326) 69% <0,01*
Cmin (ng/ml) 449 (175) 235 (126) 91% <0,01*

*teste t
**Mann-Whitney

Foi realizada tambem a anélise de variancia, com o objetivo de verificar
diferencas entre as médias de ASCy.12 por sexo e grupo (PCR+ e ELISA-). Na tabela
6, observa-se que a presenca do VHC teve um impacto maior entre os individuos do
sexo feminino. A ASCy.1, foi, em média, 41% menor entre as mulheres anti-VHC-,
do que entre os homens do mesmo grupo. Porém, dentro do grupo PCR+, a ASCy.12
foi 17% superior entre as mulheres em relagdo aos homens. Analisando apenas as
mulheres, a média da ASCy.1, entre aquelas anti-VHC- foi 6752 ng/ml/h, e entre as
PCR+ 17680 ng/ml/h (+162%). Comparando, por outro lado, a mesma variavel entre
0s homens, o grupo anti-VHC- atingiu 11520 ng/ml/h e o grupo PCR+ 15064

ng/ml/h, apenas 31% superior (p<0,05 para uma interagao entre sexo e grupo).
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ASCo.1> (ng.h™/ml)

Media (DP)
ELISA- PCR+ Diferenca (%)
Mulheres 6752 (2192) n=5 17680 (1384) n=2 162%
Homens 11520 (2416) n=6 15064 (5120) n=5 31%
Diferenca (%) -41% +17%

*p<0,05 para um efeito do sexo (analise de variancia).

3.1.3 Estratégia abreviada para estimativa da area sob a curva de concentracdo da

CsA do tempo zero até o tempo 12 horas

O grau de correlagdo (r) e o coeficiente de determinacéo () de cada um dos

12 pontos da curva farmacocinética com a ASCy.1, estdo expressos na tabela 7.

Todas as medidas de CsA realizadas ap6s 60 minutos de ingestéo da droga atingiram

correlacdo estatisticamente significativa com a ASCy.12. A partir das 4 h, esta

correlacdo sempre foi de magnitude forte. (r>0.8). Note, porém, que o coeficiente de

determinacdo do nivel de vale para a varidvel dependente ASCy.1», apesar de

significativa, foi apenas 0,76.
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Tabela 7. Correlacdo de Pearson dos 12 pontos da curva farmacocinética com a
ASCy.12 dos pacientes do estudo pré-transplante.

30 600 90 2h 3h 4h 6h 7h 8h 9h 10h 12h

r 014 0219 050 0,74 0,73 09 088 091 089 088 082 0,87

r2 002 004 025 05 053 081 0,77 083 079 0,77 0,67 0,76

p 054 039 002 <001 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01

Foi realizada, entdo, a regressdo pelo método passo-a-passo (stepwise) para
definicdo da varidvel dependente ASCy.12, incluindo como co-variaveis 0s 12 pontos
da curva farmacocinética (do tempo 0' ao tempo 12 h). O modelo que incluiu os
tempos 2h e 6h (equacio 1) como varidveis explanatdrias atingiu um r? ajustado de

0,91 (p<0,001).

Equacéo 1

ASCo.1, = 747,45 + 2,03(CsA 2h) + 8,03(CsA 6h)

Ja 0 modelo que inclui 3 pontos (equacéo 2) atingiu um r” ajustado de 0,98

(p<0,001).

Equacéo 2

ASCo.1» = 602,34 + 1,78(CsA 2h) + 1,20(CsA 3h) + 5,64(CsA 6h)
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3.2 Estudo pés-transplante

3.2.1 Caracteristicas da amostra

Sessenta e sete pacientes submeteram-se a transplante renal no HCPA no
periodo de dezembro de 96 a agosto de 98. Dentre estes, 24 foram incluidos no
estudo. Na tabela 8 estdo descritos os motivos para exclusdo do estudo. Os principais
fatores foram a ndo utilizacdo de CsA e a co-administracdo de farmacos que

interferissem com a sua farmacocinética.

Tabela 8. Causas de exclusdo de pacientes do estudo pds-transplante.

Anti-VHC+ Anti-VHC-

NUmero inicial 20 47
Uso de farmacos com interacao 3 11
farmacocinética com a CsA

N&o uso de CsA 3 12
Diabete melito 2 3
Hepatopatia franca 1 2
Obito 1 2
Negar-se a participar do estudo 0 2
HbsAg+ 0 1
NUmero final 10 14

Na tabela 9 estdo descritas as caracteristicas demograficas de cada grupo
(ELISA+, e ELISA-). A maioria dos parametros foi semelhante entre os grupos.
Excecéo a isso foi a idade, pois os pacientes anti-VHC+ apresentaram uma tendéncia

a serem mais velhos (p=0,07), e a estarem mais tempo em hemodidlise (p=0,03).
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Tabela 9. Caracteristicas demograficas dos pacientes ELISA+ e ELISA- do estudo
pos-transplante.

ELISA+ ELISA- Diferenca P
Média (DP)  Média (DP) (%)

N 10 14 - -
Idade (anos) — média (DP) 41 (11) 32(12) 28% 0,07*
IMC (kg/m?) — média (DP) 24,3 (4,4) 22(3,4) 10% 0,18*
Peso (kg) — média (DP) 67 (13) 63(10) 6% 0,38*
Raca (branco/negro) 10/0 13/1 - 1,00**
Sexo (masculino/feminino) 5/5 77 - 1,00**
Tempo em hemodialise 39(17) 17(15) 129% 0,03*
(meses) — média (DP)
*teste t

**Teste Exato de Fisher

As principais caracteristicas relacionadas ao transplante renal estdo descritas
na tabela 10. A incidéncia de rejei¢cdo aguda celular e necrose tubular foi igualmente
distribuida entre os grupos. Analogamente, as doses de CsA, prednisona e
azatioprina no dia do estudo farmacocinético se assemelharam bastante. Os niveis de
creatinina, apesar de discretamente mais elevados entre os portadores do anti-VHC,

ndo diferiram estatisticamente.
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Tabela 10. Distribuicao das variaveis relacionadas ao transplante dos grupos ELISA+
e ELISA-.

ELISA+ ELISA- Diferenca P

(%)
N 10 14 - -
Doador (cadaver/vivo) 7/3 8/6 - 1,00**
RAC (S/N) 3/7 5/9 - 1,00**
NTA (S/N) 317 5/9 - 1,00**
Dose de CsA -mg/kg- 12/12 h - 3,6 (0,8) 3,8(0,5) -5% 0,8*
média (DP)

Dose de PRED (mg/kg) — média 0,65 (0,34) 0,81 (0,60) -20% 0,46*
(DP)

Dose de AZA (mg/kg) - média 1,7 (0,68) 1,4 (0,9) 21% 0,35*
(DP)

Cr - média (DP) 3,5(3,2) 2,6 (1,6) 35% 0,43*
DCE - media (DP) 36 (27) 44 (24) -18% 0,47*
*teste t

**Teste Exato de Fisher

Os resultados dos exames laboratoriais (médias) dos pacientes do estudo
pos-transplante constam na tabela 11. N&o houve diferengas estatisticamente
significativas entre 0s grupos com respeito a distribuicdo destas variaveis.
Similarmente ao estudo pré-transplante, os parametros de dano hepatocelular e de
sintese hepatica se situaram dentro da faixa da normalidade, e ndo apresentaram
diferencas estatisticamente significativas entre os dois grupos, bem como o Ht e as

lipoproteinas.



58

Tabela 11. Parametros laboratoriais dos grupos ELISA+ e ELISA- do estudo pos-
transplante.

ELISA+ ELISA- Diferenca p*
Média (DP) Média (DP) (%)
Colesterol (mg/dl) 261 (61) 254 (55) 3% 0,77
Albumina (g/l) 3,8(0,4) 4,0 (0,4) -5% 0,17
AST (U/) 15 (5) 16 (7) -6% 0,79
ALT (U/) 30 (16) 41 (31) -27% 0,29
GGT (U 56 (34) 47 (25) 20% 0,44
Bilirrubinas (mg/dl) 0,7 (0,2) 0,7 (0,2) 0% 0,75
Ht (%) 24 (3) 24 (3) 0% 0,87

*teste t

3.2.2 Parametros farmacocinéticos

A tabela 12 expressa as correlacdes de Spearman (ndo-paramétricas) das
variaveis independentes com o0s parametros farmacocinéticos. O peso se
correlacionou negativamente com a meia vida (r=-0,51, p<0,05) e com a Cmin (r=-
0,43, p<0,05). A dose de prednisona (r=0,49, p<0,05) e o nivel de creatinina (r=0,59,
p<0,01) se correlacionaram positivamente com o Tméax. O nivel de creatinina esteve
relacionado, também, de maneira inversa com 0Ss demais parametros
farmacocinéticos (Cmax, T1/2, ASCy.i/dose e Cmin, p<0,01). A ALT se
correlacionou positivamente (r=0,41, p<0,05) com a ASCy.1, mas ndo com a ASCy.
12/dose. Finalmente, o colesterol se correlacionou negativamente com a Cmax (r=-
0,42, p<0,05), com a Cmin (r=-0,49, p<0,05) e com a ASCy.12 (r=-0,51, p<0,05), mas

nao com a ASCy.1o/dose.
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Tabela 12. Correlacdo de Spearman das variaveis independentes com as variaveis

dependentes do estudo pés-transplante.t)

Tmax Cmax T1/2 ASCo.a2 ASCo. Cmin
12/dose

Idade -0,23 023 -021 -0,23 -0,07 -0,29
IMC 013 -029 -0,35 -0,19 0,02 -0,25
Peso 033 -0,28 -0,51* -0,19 -0,02 -0,43*
Tempo em hemodialise -0,04 -0,22 0,01 -0,09 0,08 0,03
Dose de PRED 0,49 -0,09 -0,30 0,12 -0,1 -0,08
Dose de AZA -0,22 003 -0,36 0,15 -0,03 0,05
Creatinina 0,59** -0,64** -0,62** -0,47* -0,6**  -0,55**
DCE -0,45* 0,61** 0,55** 0,49* 0,6**  0,55**
Colesterol -0,17 -0,42* -0,20 -0,51* -0,22  -0,43*
TGO -0,03 0,26 0,02 0,24 0,07 0,27
TGP 0,27 040 0,22 0/41* 0,27 0,32
GGT 0,32 0,26 -0,12 0,32 0,09 0,12
Bilirrubinas -0,09 -0,11 -0,11 0,04 -0,18 0,16
Albumina 0,13 0,24 0,09 0,21 0,09 0,24
Ht -0,03 -0,13 0,04 0,01 0,13 0,31
@ =24
*p<0,05
**p<0,01

Na tabela 13 pode ser vista a estatistica comparativa dos parametros

farmacocinéticos entre os grupos ELISA+ e ELISA-. Nenhuma média diferiu

estatisticamente. Analogamente ao estudo pré-transplante, porém, observamos que a

Cmax foi discretamente (21%) maior (p=NS) e a meia-vida de eliminacdo foi

semelhante (347 e 389 minutos, respectivamente). A ASCy.12 € a ASCy.1o/dose,

também ndo atingiram significAncia estatistica, e portanto temos que aceitar a
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hipdtese de nulidade.

Tabela 13. ComparacOes dos parametros farmacocinéticos nos grupos ELISA+ e
ELISA- do estudo pos-transplante.

ELISA+ (n=10) ELISA- (n=14) Diferenga p*

Média (DP) Média (DP) (%)
Tmax (min) 75 (26) 90 (26) 17% 0,18
Cmax (ng/ml) 1952 (793) 1617 (537) 21% 0,23
meia-vida (min) 347 (124) 389 (101) “11% 0,37
ASCq.1 (ng/mi/h) 7865 (2504) 6964 (1335) 13% 0,27
ASCq.1o/dose 2307 (843) 1869 (365) 23% 0,15
Cmin (ng/ml) 224 (82) 219 (70) 2% 0,89

*teste t

Na tabela 14 é analisado o subgrupo de pacientes ELISA+ que
apresentavam viremia (PCR+), comparando-os ao grupo controle (ELISA-). Como
no estudo pré-transplante, neste subgrupo as diferencas em relacdo ao grupo controle
foram mais acentuadas, tendo atingido significancia estatistica. A Cmax foi 50%
maior (p<0,01), a ASCo.12 33% maior (p<0,01), e a ASCo.1» /dose 45% maior

(p=0,03).
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Tabela 14. Comparacdes dos pardmetros farmacocinéticos nos grupos PCR+ e

ELISA- do estudo poés-transplante.

PCR+ (n=6) ELISA- (n=14) Diferenca p*

Média (DP) Média (DP) (%)
Tmax (min) 70 (24) 90 (26) -22% 0,13
Cmax (ng/ml) 2426 (576) 1617 (537) 50% <0,01
meia-vida (min) 396 (140) 389 (101) 2% 0,90
ASCo.12 (ng/ml/h) 9235 (1982) 6964 (1335) 33% <0,01
ASCy.1o/dose 2716 (711) 1869 (365) 45% 0,03
Cmin (ng/ml) 271 (60) 219 (70) 24% 0,14

*teste t

Como no estudo pré-transplante, aqui também as mulheres sofreram um
efeito mais acentuado do VHC, ainda que sem alcancar significancia estatistica: a
ASCy.12 /dose foi em meédia 1894 ng/ml/h entre os homens ELISA- e 2443 ng/ml/h /
mg/kg entre os PCR+ (+29%); ja entre as mulheres a diferenca foi mais acentuada:

1844 e 2989 ng/ml/h / mg/kg, respectivamente, (+62%, p=0,23).

3.2.3 Seguimento pos-transplante

Os resultados do seguimento pos-transplante estdo expressos nas figuras 1 e
2, e nas tabelas 15 e 16, onde os valores de nivel de vale da CsA, a dose de CsA e 0
guociente destas variaveis ao longo dos meses de seguimento podem ser observados.

Como faz parte do protocolo de imunossupressao a diminui¢ao progressiva da dose
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de CsA, naturalmente isto foi verificado ao longo do tempo de seguimento, com
consequente diminuicdo do nivel de vale de CsA. Considerando o grupo de pacientes
ELISA+, o nivel de vale corrigido para a dose administrada (mg/kg) foi sempre
superior ao grupo ELISA- (figura 1). Através de andlise de variancia para medidas
repetidas ao longo do tempo, o efeito do grupo nao foi estatisticamente significativo
(p=0,11). Aos 6 meses, porém, o grupo ELISA+ apresentou o valor médio de 159
ng/ml / mg/kg, significativamente superior ao do grupo controle (98 ng/ml / mg/kg,

p<0,05, teste t).

Considerando-se o subgrupo PCR+, a andlise de variancia para medidas
repetidas detectou uma interagdo da presenca viral, com niveis de vale de CsA
elevados nas 4 medidas realizadas ao longo do tempo (p=0,02). Na comparacédo de
pontos isolados, novamente a diferenga atingiu significancia somente aos seis meses
(figura 2). Pode-se observar uma tendéncia a acentuacdo das diferencas até o 6° més,

com uma posterior aproximacéo dos valores no 12° més.
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Figura 1. Nivel de vale corrigido para a dose de CsA administrada, no seguimento
pos-transplante dos grupos ELISA+ e ELISA-.
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Figura 2. Nivel de vale corrigido para a dose de CsA administrada, no seguimento
pos-transplante dos grupos PCR+ e ELISA- (p=0,02-andlise de variancia para

medidas repetidas).
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Na tabela 15 verifica-se a evolucdo da dose média de CsA prescrita e do
nivel de vale ao longo do tempo, para os grupos ELISA+ e ELISA-. Note-se que ja
no 3° més os pacientes ELISA+ apresentavam um nivel médio de CsA 40% maior
(p<0,05), apesar de estarem recebendo a mesma dose de CsA. Aos seis meses, houve
reducdo da dose de CsA da ordem de 40% no grupo ELISA+ e de apenas 5% no
grupo ELISA-, acarretando uma diferenca significativa de dose entre 0s grupos. No
entanto, os niveis de CsA permaneceram 40% maiores nos portadores de anti-VHC

(p<0,05). Tais diferencas diminuiram para 23% no 12° més (p=NS).

Tabela 15. Dose e nivel de vale da CsA no 1°, 3° 6° e 12° més pos-transplante nos
grupos ELISA+ e ELISA-,

1° més* 3°més 6° més 12° més
ELISA+ ELISA- ELISA+ ELISA- ELISA+ ELISA- ELISA+ ELISA-

Dose® 308 298 236 238 190 227 183 213
(mg/kg) (0,62) (0,72) (036) (0.41) (0,16) (0.46) (0.12) (054)

Nivel? 324 292 337 241 302 215 237 193
(ng/ml)  (100) (113) (105) (77)  (89)  (51)  (50)  (71)

'Dose média(DP) de CsA prescrita no momento da determinacdo do nivel
correspondente.

’Nivel de vale médio(DP) coletado ambulatorialmente.

*p<0,05, teste t para comparacdo entre os grupos ELISA+ e ELISA- dentro do més
de seguimento.

Os valores correspondentes para 0s pacientes com viremia estdo na tabela
16. Note que a os niveis de CsA sempre foram maiores para 0s pacientes PCR+,
atingindo significancia estatistica no 6° més, apesar de doses de CSA menores

(resultados semelhantes ao do grupo ELISA+).
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Tabela 16. Dose e nivel de vale da CsA no 1° 3° 6° e 12° més pds-transplante nos
grupos PCR+ e ELISA-.

1° més 3° més 6° més 12° més
PCR+ ELISA- PCR+ ELISA- PCR+ ELISA- PCR+ ELISA-

Dose® 3,33 2,98 2,32 238  185% 227 1,78 2,13
(mg/kg) (0,52) (0,72) (0,42) (041) (0,19) (0.46) (0,05) (0,54)
Nivel® 355 202 331 241 352%* 215 211 193
(ng/ml)  (94) (113) (79) (77) (96) (51) (209) (71)

WDose média(DP) de CsA prescrita no momento da determinacdo do nivel
sanglineo correspondente.

@Nivel de vale médio(DP) coletado ambulatorialmente.

*p<0,05, teste t para comparacdo entre os grupos ELISA+ e ELISA- dentro do més
de seguimento.

3.2.4 Estratégia abreviada para estimativa da area sob a curva de concentracdo da

CsA do tempo zero até o tempo 12 horas

O grau de correlacdo de cada um dos 13 pontos da curva farmacocinética
com a ASCyp.a2dose d0 estudo pos-transplante esta expresso na tabela 17. Neste
estudo, também houve correlacdo estatisticamente significativa de cada um dos
pontos da curva farmacocinética com a ASCo.12/d0se- AQUI, NO entanto, as associagdes
foram de magnitude média (r de 0,40 a 0,66). Note que o coeficiente de determinacao

do nivel de vale (tempo 12h) foi de apenas 0,24.
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Tabela 17.Correlacdo de Pearson dos 13 pontos da curva farmacocinética dos
pacientes do estudo pds-transplante com a ASCo.12/dose-

0’ 300 60" 90 2h 3h 4h 6h 7h 8h 9h 10h 12h

r2

040 064 054 057 049 048 044 049 066 065 054 0,66 0,49

016 041 029 032 024 023 019 024 044 042 029 044 0,24

0,056 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 0,02 <0,05 <0,02 <0,02 <0,02 <0,01 <0,01 <0,02

Como no estudo pré-transplante, foi utilizado o método de regressao passo-
a-passo, com o intuito de construir uma equacdo que combinasse duas ou mais
dosagens e que fornecesse uma estimativa mais precisa da ASCp.12/dose. COMO
resultado, a melhor aproximacéo foi obtida a partir dos pontos 90' e 7 h (equagéo 3),

com um r? ajustado de 0,98 (p<0,001).

Equacéo 3:

ASCo.12/d0se = 380,04 + 1,84(CsA 90) + 10,41(CsA 7h)
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4 Discussao

4.1 Caracteristicas das amostras

Os critérios de exclusdo (diabete melito, HbsAg+, evidéncia clinica ou
bioquimica de dano hepatico ou ingestdo de farmacos com conhecida interacdo
farmacocinética com a CsA), afastaram metodologicamente a possibilidade de erros
de confusdo em virtude destas variaveis. O tamanho da amostra obtida permitiu
atingir um poder de 84% para o estudo pré transplante (n=11) e de 80% para o
estudo poés-transplante (n=10 no menor grupo), para detectar diferencas na ASC de

20%.

Estudo pré-transplante

Conforme descrito na tabela 1, o estudo pré-transplante abarcou 22
pacientes, 11 anti-VHC+ e 11 anti-VHC-. As principais caracteristicas demograficas

(idade, IMC, raga, sexo e tempo em hemodialise) foram semelhantes entre 0s grupos.
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Paralelamente, também os pardmetros bioquimicos de fungdo de sintese e de
biotransformacdo hepéatica (albumina e bilirrubinas séricas), bem como o0s
marcadores de dano hepatocelular (AST, ALT e GGT), se assemelharam e ficaram
dentro dos limites da normalidade, tornando 0s grupos comparaveis e a0 mesmo
tempo eliminando possiveis vieses de confusdo decorrentes de insuficiéncia hepatica

franca.

Estudo pos-transplante

As caracteristicas da amostra do estudo pos-transplante permitem tecer
alguns comentarios. Durante os 21 meses do estudo foram efetuados 67 transplantes
no HCPA (em média 3,2 transplantes/més). Destes, 20 pacientes eram anti-VHC+
(30%), prevaléncia semelhante a previamente descrita na populagdo em hemodialise
no nosso meio*®. Houve um maior niimero de excluses entre os pacientes anti-VHC-
(33 casos ou 70%) do que entre os anti-VHC+ (10 casos ou 50%). Os motivos de
exclusdo foram semelhantes nos dois grupos. Note-se que hepatopatia clinicamente
manifesta esteve presente em dois pacientes anti-VHC-. As origens desta hepatopatia
foram provavel doenca pelo CMV e/ou hepatite medicamentosa em um dos casos, e
hepatopatia pelo VHB e/ou hepatite medicamentosa no outro caso. As caracteristicas
demogréaficas dos pacientes do estudo pos-transplante (tabela 9), corroboraram o
tempo em hemodialise como fator de risco para infeccdo pelo VHC (39 meses nos

ELISA+ versus 17 meses nos ELISA-, p=0,03)>%. A idade média dos 10 pacientes
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ELISA+ (41+11 anos), apesar de ligeiramente superior a dos 14 pacientes ELISA-
(3212 anos, p=0,07), provavelmente n&o influiu nos resultados, pois a depuracao da
CsA estd diminuida somente nos pacientes com mais de 45 anos, conforme
demonstrado por Kahan® a partir de 493 estudos farmacocinéticos em 212 pacientes,

71,95

e € maior em criangas' ™ ™, as quais foram excluidas do estudo.

As principais caracteristicas relacionadas ao transplante, como tipo de
doador, incidéncia de rejeicdo aguda celular, necrose tubular, dose de prednisona,
azatioprina e ciclosporina, bem como DCE, foram semelhantes nos dois grupos
(tabela 10). Analogamente ao estudo pré-transplante, os parametros laboratoriais dos
grupos foram semelhantes e dentro da normalidade (tabela 11), afastando a

possibilidade de insuficiéncia hepatica clinicamente manifesta.

4.2 Correlagdes ndo-paramétricas das varidveis independentes com os pardmetros

farmacocinéticos

4.2.1 Tempo para atingir a concentragdo maxima

O tempo para atingir a concentracdo maxima (Tmax) depende basicamente

da velocidade de absorcdo do farmaco. A absorcdo da CsA se da no intestino delgado
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(jejuno e ileo)*, e é altamente dependente da presenca de sais biliares”® e de

I°*. Recentemente foi descrita, na membrana do

alimentos gordurosos na luz intestina
epitélio do intestino delgado, atividade do citocromo P450-3A e da glicoproteina P
(também denominada mdrl), uma proteina envolvida no transporte da CsA. A

atividade dessas proteinas foram responsaveis por 32% e 30%, respectivamente, da

variabilidade do Tmax da CsA®’.

Estudo pré-transplante

O Tmax, no estudo pré-transplante (tabela 3), esteve correlacionado
positivamente com a GGT (r=0,52, p<0,05), mas ndo com outras variaveis
indicativas de dano hepatocelular (AST, ALT, bilirrubinas). Ndo foram encontrados
na literatura relatos de correlacdo da GGT com a Tméax da ciclosporina. No entanto,
tal correlacdo encontra um fundamento racional, se considerarmos a que a elevacao
da GGT pode sinalizar lesdo hepatocelular, a qual culminaria em diminui¢do da

atividade do citocromo P450-3A por insuficiéncia hepética subclinica.
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Estudo pos-transplante

No estudo pos-transplante (tabela 12), o Tmax correlacionou-se
inversamente com a DCE (r=-0,45, p<0,05). O nivel de funcdo do enxerto ndo foi
diretamente implicado na variacdo do Tméx. No entanto, Kahan e colaboradores®
demonstraram um nitido aumento da biodisponibilidade da CsA no primeiro més
pos-transplante, o qual permaneceu ao longo de todo o primeiro ano. Esse
incremento da biodisponibilidade, que possivelmente esta relacionado com o fim do
estado urémico, pode refletir-se numa diminuicdo do Tmax. Portanto, pacientes com
maior DCE poderiam apresentar um Tméax menor, conforme identificado pelo
presente estudo. Este achado corrobora os dados de Shibata e colaboradores®, que
encontrou correlacdo positiva da DCE com a ASCy.1, da ciclosporina ao observar a

farmacocinética da CsA e o curso clinico de 54 transplantes.

4.2.2 Concentragdo maxima

A concentracdo maxima (Cméax), medida no sangue total, é uma variavel
complexa, resultado dindmico da fra¢do absorvida do farmaco, da extensdo do seu
metabolismo de primeira passagem e da velocidade de distribuicdo do
compartimento sangiiineo para os outros compartimentos teciduais (principalmente

tecido adiposo e 6rgdos ricos em gordura, como o figado, pancreas, rins e pele).
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Estudo pré-transplante

No estudo pré-transplante ndo foi constatada nenhuma correlacédo

estatisticamente significativa com qualquer das variaveis aferidas (tabela 3).

Estudo pos-transplante

No estudo pos-transplante (tabela 12), a creatinina, a depuracdo da creatinina
enddgena estimada, e também o colesterol plasmatico total estiveram
correlacionados com a Cmax. A DCE teve correlagdo positiva (r=0,61, p<0,01),
interacdo coerente com a correlagdo negativa observada com o Tmax,
correspondendo a uma provavel maior biodisponibilidade em pacientes com DCE

maior.

4.2.3 Meia-vida de eliminagéo

A meia-vida de eliminacdo € o tempo necessario para que a concentragdo
sanguinea de um determinado farmaco decline 50%. O seu célculo é baseado na
velocidade de decaimento ap6s a completa absorcdo e distribuicdo da CsA pelos

varios compartimentos teciduais. ldealmente, esta velocidade é constante, podendo
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portanto ser representada por uma reta. Tal reta é extrapolada pela regra dos minimos
quadrados a partir dos pontos extraidos da porcdo terminal da curva farmacocinética.
Calcula-se entdo o seu coeficiente angular, o qual é transposto para uma férmula
simples previamente apresentada na se¢do métodos. O grau de correlacdo dos pontos
que compuseram a reta de cada paciente foi sempre superior a 0,95. A meia-vida de
eliminacdo da CsA depende basicamente da atividade hepética do citocromo P450-

3A, Unica via de depuracao sangiinea da droga.

Estudo pré-transplante

No estudo pré-transplante (tabela 3), observamos uma correlacdo positiva
estatisticamente significativa, de magnitude fraca (r=0,44, p<0,05), entre a idade e a
meia-vida de eliminacdo (t%2) da CsA. Esta correlacdo era esperada, pois estudos
prévios demonstraram uma depuracdo da CsA menor a partir dos 45 anos> **. Tal
correlacdo ndo foi demonstrada no estudo poés-transplante, talvez pelo pequeno
numero de pacientes. Como a idade dos pacientes foi semelhante entre os grupos,

essa associacdo ndo constituiu-se em variavel de confuséo.
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Estudo pos-transplante

No estudo pos-transplante (tabela 12), foi evidenciada uma associacdo
negativa (r=-0,51, p<0,05) entre a massa corporal e a t%. Apesar da CsA ser

altamente lipofilica?* %

, estudos prévios dedicados especificamente a avaliar o efeito
da obesidade na farmacocinética da CsA falharam em demonstrar qualquer
correlacdo. Nossos resultados, no entanto, sugerem uma meia-vida de eliminacdo da
CsA menor entre 0s obesos. Paralelamente, a DCE estimada correlacionou-se
positivamente com a t% (r=0,55, p<0,01). Ja que a metabolizacdo e excre¢do do
farmaco é realizada quase inteiramente pelo figado, esse achado ndo era esperado.

No entanto, como a DCE nao diferiu entre os grupos anti-VHC+ e anti-VHC- (tabela

10), esta correlacdo néo invalida comparag6es entre 0S mesmos.

4.2.4 Areasob a curva de concentracio da CsA do tempo zero até o tempo 12

horas

A érea sob a curva da concentracdo sanguinea da CsA ao longo do tempo €é
um parametro farmacocinético relevante, pois é a medida factivel na pratica clinica
gue melhor se correlaciona com a magnitude da exposi¢do do paciente ao farmaco.
Tal exposicdo guarda, ainda que de maneira imperfeita, correlagdo com a magnitude
dos efeitos da CsA no individuo. A area sob a curva da concentracdo sangiinea da

CsA ao longo de 12 h (intervalo de administracdo do farmaco para pacientes com
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farmacocinética normal da droga) foi calculada pelo método da soma dos trapézios.
Tal método proporciona uma aproximacgdo de +95% da area real, quer seja esta
extrapolada atraves de modelos matematicos, quer seja através de dosagens mais
fregiientes. O numero de medidas de CsA efetuadas em cada paciente para calculo da
curva (13) e seus pontos no tempo (07, 307, 607, 907, 2h, 3h, 4h, 6h, 7h, 8h, 9h, 10h,
12h) permitiram uma boa estimativa dos varios parametros farmacocinéticos, tanto
no que tange a porcao inicial da curva (Tmax, Cmax) como no concernente a por¢ao
terminal (Cmin, meia-vida de eliminagdo). Globalmente, a estimativa da ASCo.12 oS
presentes estudos é bastante confiavel, em virtude da distribuicdo das medidas no
tempo e também do numero elevado de pontos (na literatura as areas sob as curvas,
costumeiramente, sdo delineadas partindo-se de 7 a 13 pontos)** *" 2233 Cumpre
reassegurar a exatiddo do método de dosagem da CsA, conforme ja discutido, com

acuracia sempre maior de 95%, em qualquer das faixas de concentracéo.

Estudo pré-transplante

No estudo pré-transplante (tabela 3), a Unica variavel correlacionada com a
ASCy.12 foi 0 peso (r=0,5, p<0,05). Essa observacao é interessante, pois a dose de
CsA foi ajustada para o peso (8 mg/kg), como de praxe no protocolo de
imunossupressdao do HCPA e da maioria dos centros transplantadores. A Unica outra
correlacdo do peso foi com a Cmin. Tratando-se de droga lipofilica, pode ser

especulada uma distribuicdo inicial para o tecido adiposo, seguida por uma
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redistribuicdo na porgdo terminal da curva, o que explicaria a maior ASCo.1», €
também a maior Cmin. Como o peso dos pacientes foi pareado, esta variavel nao
introduz efeito de confusdo para comparacgdes diretas entre os grupos anti-VHC+ e

anti-VHC-.

Estudo pos-transplante

No estudo pos-transplante (tabela 12), a ASCy.1, corrigida para a dose de
CsA teve correlagdo apenas com a DCE (r=0,6, p<0,01), a Unica varidvel com
correlacdo positiva com todos os parametros farmacocinéticos avaliados no estudo.
Era esperada uma exposicdo total ao farmaco maior num paciente com maior
biodisponibilidade (correlacdo positiva da DCE com a Cméax) e provavel menor taxa
de excrecdo (correlagdo positiva da DCE com 0 ty,). Shibata e colaboradores®®, em
estudo com 14 pacientes transplantados renais, encontrou a mesma correlacdo da

funcado renal com a ASCo.12.
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4.2.5 Concentracdo minima

A Cmin, medida imediatamente antes da administracdo da proxima dose de
CsA, e decorrente da Cmax atingida e da meia-vida de eliminacdo, reflexo da

depuragdo sanguinea da droga.

Estudo pré-transplante

No estudo pré-transplante (tabela 3), a Cmin esteve associada unicamente
com o peso (r=0,5, p<0,05). Esse achado encontra um racional, conforme ja
discutido, na correlacdo encontrada do peso com a ASCyi, € na possivel
redistribuicdo do farmaco a partir de depositos no tecido adiposo, apesar dos estudos
ja discutidos ndo terem encontrado diferencas na biodisponibilidade e na taxa de
metabolismo da CsA entre obesos. Novamente, cabe ressaltar o pareamento dos

pacientes por peso, validando comparagdes entre os grupos estudados.
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Estudo pos-transplante

Paradoxalmente, no estudo pés-transplante (tabela 12), a correlacéo do peso
com a Cmin foi de natureza inversa (r=-0,43, p<0,05). Aqui, houve também
associacéo positiva da DCE (r=0,55, p<0,01) e negativa do colesterol plasmatico (r=-
0,43, p<0,05) com a Cmin. A DCE, devido as suas associa¢des com a Cmax e com o
ti, supunha-se fosse correlacionar-se positivamente também com a Cmin. O
colesterol plasmatico total € um dos ligantes da CsA no plasma, e sua concentracdo
sabidamente tem implicacdes na distribuicdo da droga no sangue (alterando a fracéo
livre no plasma) e na meia-vida de distribuicdo do farmaco. No presente estudo a
concentracdo de CsA foi medida no sangue total, e portanto a sua distribuicdo no
sangue ndo influenciou os resultados das dosagens. Uma correlacdo positiva entre a
Cmin e o colesterol plasmatico ja havia sido descrita por Lindholm e Henricsson>

em 66 transplantados renais. Os resultados de Lithell e col.>®

apontavam para 78% da
variabilidade da depuracdo da CsA explicada pela variabilidade do LDL e dos
triglicerideos séricos. Um estudo com sete voluntarios sadios resultou em
associacOes positivas entre os triglicerideos, o HDL e a apolipoproteina Al e a ASC,
porém a magnitude das associacdes foram bem menores. J& Grevel e col.?® ndo
encontraram nenhuma associacdo entre os lipidios séricos e as variaveis

farmacocinéticas da CsA em 30 pacientes urémicos. Como 0s niveis de colesterol

dos grupos estudados foram comparaveis, ndo foi introduzido viés de confuséo.



79

4.3 Comparagdes dos parametros farmacocinéticos entre os pacientes portadores do

VHC e o grupo controle

4.3.1 Tempo para atingir a concentragdo maxima

Estudo pré-transplante

No estudo pré-transplante (tabela 4), o tempo para atingir a concentragédo
maxima (Tméax) foi 13645 minutos no grupo anti-VHC+, comparado com 109+39
minutos no grupo controle, uma diferenca de 25% (p=0,14, teste t). Analogamente, o
subgrupo de 7 pacientes ELISA e PCR+ (tabela 5), mantiveram estes valores para o
Tmax (141 minutos, com uma diferenca para o grupo controle de 29%). E importante
ressaltar nesse momento, e isto vale para discussdes futuras dos outros parametros
farmacocinéticos, que esta sendo comparado um subgrupo de pacientes PCR+, com
um grupo controle que ndo foi testado para viremia. Estamos assumindo que o0s
controles, por serem repetidas vezes anti-VHC- e ndo apresentarem hepatopatia, sdo
também PCR-. Podemos estimar que a probabilidade pré-teste de obter-se um
resultado de PCR+ para VHC nesses pacientes do grupo controle € menor de 5%,
face a nenhum deles apresentar evidéncia clinico-laboratorial de hepatite aguda, e de
todos terem varios exames ELISA- em sucessivas oportunidades. O mesmo € valido
para os pacientes do grupo controle do estudo pés-transplante. No laboratério de

imunologia do HCPA, de maio de 1996 a julho de 1999, foram realizados 201 testes
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de PCR para VHC em pacientes ELISA-, dos quais apenas oito foram positivos
(4%). Destes oito, seis apresentavam evidéncia clinico-laboratorial de hepatite viral

aguda, e 0s outros dois pacientes tornaram-se ELISA+ no seguimento.

Os valores encontrados para 0 Tmax se assemelham aqueles da literatura, a
partir de protocolos semelhantes ao presentemente utilizado, conforme os estudos
compilados na tabela 18. O hiato demonstrado entre 0s grupos, apesar de nao ser
estatisticamente significativo, pode ndo ser casual, devendo ser considerada a
possibilidade de erro beta. Uma absorcdo do farmaco mais répida (por parte dos
pacientes anti-VHC-), ou ainda mais completa (por parte dos anti-VHC+),
resultariam na diferenca encontrada. Casual ou ndo, a pequena diferenga encontrada
no Tmax nédo € clinicamente relevante, ndo gerando implicacGes para 0 manejo do
paciente. N&o obstante, pode estar a sinalizar sutis dissimilitudes nas propriedades

absortivas da CsA entre os pacientes anti-VHC+.
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Tabela 18. Parametros farmacocinéticos da CsA-ME em estudos com voluntarios.

Autor (n° ref)= Wacke R Mueller EA  DreweJ  KovarikJM  Grupo anti- Grupo anti-

(89)* (64)** @an** (45)** VHC+ VHC-
N° pacientes 40 24 12 24 11 11
Dose 5 mg/kg 180 mg 150 mg 180 mg 8 mg/kg 8 mg/kg
Tmax (min) - 90 90 86,4 136 109
Cmax (ng/ml) por - 404 441 415 369 263
mg/kg
t%2 (min) 757 151 61 468 265 289
ASCy.1, (ng.h 2107 1406 1496*** 1363**** 1665 1169
/ml) por mg/kg
Cmin (ng/ml) - 52 - - 366 235

*pacientes em hemodialise

**yoluntarios sadios

***ASCo.32, porem >95% da area sob a curva situa-se na porgao o.12
****% ASCo.48, POrém >95% da area sob a curva situa-se na por¢ao g.12

Estudo pos-transplante

No estudo dos pacientes transplantados renais (tabela 13), contrariamente ao
estudo pré-transplante, o Tméax foi ligeiramente inferior nos pacientes anti-VHC+
(75 minutos) do que nos controles (90 minutos), -17%, p=0,18. Tal diferenca sofreu
discreto incremento ao avaliar-se separadamente os pacientes PCR+ (Tméx 70
minutos, -22%, p=0,13). Novamente, o erro beta pode ser aqui invocado a justificar a
ndo-significancia da discrepancia demonstrada, devida a grande variabilidade da
variavel em questdo e a diferencas menores que 20%. Os valores obtidos em ambos
0S grupos sdo tipicos para a CSA-ME em estudos com transplantados renais

produzidos com protocolos parecidos com o presentemente discutido (tabela 19).
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Tabela 19. Parametros farmacocinéticos da CsA-ME em estudos com transplantados.

Autor (n° ref.)= Foradori Kovarik JM SketrisIS ~ KeownP  Grupo anti- Grupo anti-

AC (23)* (46)* (83)* (41)** VHC+ VHC-
N° pacientes 15 55 11 86 10 14
Dose média 1,35 1,60 3,57 43 3,6 3,8
(mg/kg dose)

Tméax (min) 72 66 83 102 75 90
Cmax (ng/ml) por 507 647 403 334 542 425
mg/Kkg

t% (min) 84 - 328 - 347 389

ASCq.1, (ng.h 2052 2178 1576 1664 2184 1832
/ml) por mg/kg
Cmin (ng/ml) - 100 152 239 224 219

*estudo feito em transplantados renais ha mais de seis meses pds-transplante.
**curvas farmacocinéticos obtidas na 22 semana pos-transplante.

4.3.2 Concentragdo maxima

Estudo pré-transplante

A concentragdo maxima (Cmax) da CsA atingida pelos pacientes do grupo
anti-VHC+ foi 40% maior do que a do grupo controle (tabela 4), diferenca que se
alargou para 58% (tabela 5) se tomarmos apenas os pacientes PCR+ (p=0,06 e 0,05,
respectivamente,  Mann-Whitney). Estes dados sugerem uma  maior
biodisponibilidade oral da CsA-ME entre os pacientes portadores do VHC,

principalmente aqueles com viremia. Tal achado pode ser explicado por alteracdes
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em qualquer dos passos percorridos pela CsA desde a sua ingestdo até o seu

aparecimento no sangue venoso sistémico.

A primeira etapa € a absor¢do da droga pelo intestino delgado. As variaveis
com influéncia conhecida sobre a absorcdo da CsA (como a presenca de sais biliares
na luz intestinal, lesdo epitelial difusa, intestino curto, ingesta com alimentos, tempo
apos o transplante), ndo diferiram entre os grupos. Os diabéticos, que por vezes
sofrem de mal-absor¢do da CsA, foram excluidos. A atividade da glicoproteina-P
(mdrl) nos enterdcitos € um fator com definida influéncia na absorcdo e na Cmax da
CsA%" 5.0 presente estudo, no entanto, ndo avaliou diretamente essa variavel, sendo
possivel a existéncia de uma diferenca no sentido de uma maior atividade dessa
glicoproteina entre os portadores do VHC, causando uma maior absorcdo da droga.

Estudos com bidpsia intestinal poderiam esclarecer melhor a questéo.

A segunda etapa seria a biotransformacéo durante a primeira passagem pela
circulagdo éntero-hepatica. No caso da CsA, a atividade do citocromo P450-3A é
responsavel por esta biotransformacdo, e a mesma ocorre em dois sitios: na propria
parede intestinal e no hepatécito. Novamente o delineamento experimental nao
contemplou a avaliacdo desta variavel. Uma menor atividade do citocromo, em
qualquer desses niveis, acarretaria maiores picos da CsA. A interagdo viral especifica
com a expressdo enzimatica, ou ainda um dano hepatocelular subclinico
possibilitariam tal efeito. Estudos especificos de avaliacdo da atividade deste
citocromo em pacientes portadores do VHC, tanto em nivel intestinal como hepatico,

elucidariam estas hipdteses, mas ndo séo disponiveis na literatura.
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Estudo pos-transplante

A Cmax diferiu em +21% no grupo ELISA+ (p=0,23 - tabela 13). A
concentracdo de pico foi significativamente maior apenas nos pacientes com viremia
(+50%, p<0,01 - tabela 14). Tal resultado & concordante com o estudo pré-
transplante e aponta novamente para uma diferenca na farmacocinética da CsA nessa
subpopulacdo de transplantados renais. A discussdo desenvolvida nos paragrafos

anteriores se aplica neste sub-item.

4.3.3 Meia-vida de eliminagéo

Estudo pré-transplante

A meia-vida de eliminacdo da CsA encontrada (tabela 4) (4,4 h no grupo
anti-VHC+ e 4,8 h no grupo anti-VHC-, -8%, p=0,23) situa-se dentro da faixa
descrita para a droga em voluntarios (tabela 18). A meia-vida da CsA é determinada
basicamente pela atividade hepética do citocromo P450-3A. Baseado na semelhanga
deste parametro entre os grupos, podemos inferir que o seu principal determinante (a
atividade hepéatica do citocromo), também se justapde. E interessante notar que o fato

da meia-vida da CsA situar-se dentro da faixa esperada ndo significa que a funcéo
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hepatica de detoxificacdo seja normal na populacéo estudada, nem que néo haja dano
hepatocelular subclinico, haja visto que o sistema P450-3A €é apenas um dentre
varios existentes, e que o dado extraido é indireto. No entanto, sugere que diferencas
encontradas na exposicdo total a droga entre os grupos ndo podem ser explicadas por

uma maior meia-vida do farmaco.

Estudo pds-transplante

A meia-vida de eliminacdo da CsA nos pacientes transplantados renais
(tabela 13), corroborando o estudo com pacientes em hemodialise, ndo diferiu entre
0s grupos anti-VHC+ e anti-VHC- (5,8 h e 6,5 h, respectivamente, -11%, p=0,37).

Os valores encontrados condizem com aqueles da literatura (tabela 19).
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4.3.4 Areasob a curva de concentracio da CsA do tempo zero até o tempo 12

horas

Estudo pré-transplante

Na tabela 4, observa-se que a ASCy.12 foi 42% maior, em média, no grupo
de pacientes anti-VHC+ (p=0,04, teste t). Tal discrepancia estabeleceu-se nas
porgdes iniciais da curva, onde a Cmax atingida foi 40% superior no grupo em
questdo. A meia-vida de eliminagdo foi superponivel, porém como os individuos
anti-VHC+ partiram de um valor mais elevado, a Cmin entre estes também foi maior.
A anélise do subgrupo de pacientes PCR+ (tabela 5) revelou uma diferenca ainda
maior, de 69% (p<0,01, teste t). Foram, em realidade, estes 0s pacientes que
apresentaram ASCy.1» superiores a do grupo controle. A auséncia de viremia,
conforme ja discutido na introducéo, ndo significa a auséncia de infeccao atual, posto
que o virus pode existir intacto no sistema reticulo-endotelial e nos hepatdcitos.
Além disso, em muitos casos a viremia é intermitente. Nos estudos presentemente
discutidos, a presenca de viremia no momento da realizagdo da avaliagcdo foi um
fator fortemente associado a alteragdo farmacocinética da CsA. Esse achado pode
indicar que uma maior carga ou replicacdo viral seja necessaria para induzir as
alteragdes na farmacocinética da CsA. A coincidéncia de estas alteracdes
farmacocinéticas aparentemente serem mais marcadas nos primeiros meses pos-
transplante (figuras 1 e 2), poderia ser explicada pela simultaneidade de uma maior

imunossupresao, a qual predispde a uma maior replicacéao viral.
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Na tabela 6 estd relatado um interessante achado, obtido por analise de
variancia: a magnitude do efeito da presenca do VHC na ASCy.;> foi mais intenso
entre as mulheres (incremento de 162% na ASCy.12, 2,6 vezes maior) do que entre 0s
homens (incremento de 31% ou 1,3 vezes). Coincidentemente, Christians e col.'? ao
estudarem especificamente o efeito do diltiazem (um inibidor competitivo do
metabolismo hepatico da CsA) em 12 transplantados renais (seis homens e seis
mulheres), identificou um efeito deste blogueador do calcio na ASCoy.1, mais
pronunciado entre as mulheres (incremento de 1,98 vezes) do entre 0s homens
(incremento de 1,19 vezes, p<0,01). Os autores também analisaram amostras de
intestino delgado de 4 mulheres e de 10 homens submetidos a cirurgia para retirada
de tumor (portanto ndo portadores de insuficiéncia renal), e avaliaram a atividade do
citocromo P450-3A através da incubagcdo com CsA e posterior medida dos
metabolitos formados. Os resultados indicaram uma atividade duas vezes maior entre
as mulheres. Por outro lado, Hunt e col.** descreveram, através de quantificacéo in
vitro da N-desmetilacé@o da eritromicina por hepatdcitos, uma atividade do citocromo
apenas 24% maior nas mulheres (p=0,027). Tais achados formariam uma base
teodrica para explicar o efeito mais pronunciado, presentemente verificado, do VHC
na ASCy.12 entre as mulheres: caso as diferencas farmacocinéticas da CsA fossem
causadas justamente pela biotransformacdo intestinal dependente da atividade do
citocromo P450-3A, uma inibicdo viral deste sistema afetaria mais marcadamente os
individuos com maior atividade das enzimas em tela, (as mulheres). Por conseguinte,
0 mecanismo mais provavel para explicar esses resultados, € um menor metabolismo
em nivel intestinal da ciclosporina, ou ainda uma maior absor¢do da droga devida a

uma maior expressdo da glicoproteina P no epitélio enteral, mecanismo esse que
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necessita estudos voltados especificamente a avaliacdo destes sistemas para sua

completa elucidacéo.

Qual a importancia destes achados? O significado principal é a
demonstracdo de que um subgrupo de pacientes, os portadores assintomaticos do
VHC, potencialmente transplantaveis e prevalentes no Brasil (até 30 % dos pacientes
em lista de espera para receber um enxerto renal), sofrem uma exposi¢cdo maior a
CsA mediante uma dose habitual do farmaco, em relacdo aqueles sem essa condicao.
Tal exposicdo pode ou ndo estar correlacionada com maior incidéncia de desfechos
clinicos (nefrotoxicidade pela CsA, rejeicdo, perda de enxertos, hepatite
medicamentosa). Tais associa¢des, porém, fogem ao escopo do presente estudo. No
entanto, Legendre e col.*® em estudo prospectivo com 499 pacientes, 22% dos quais
ani-VHC+, demonstrou uma menor sobrevida do enxerto nos portadores do VHC

(40% versus 65% aos 150 meses, p<0,01).

Estudo pds-transplante

Corroborando o estudo pré-transplante, os pacientes transplantados anti-
VHC+ (tabela 13) também apresentaram uma ASCy.1, /dose 23% maior,), mas sem
atingir significancia estatistica (p=0,15). Ao separar os pacientes com viremia (tabela
14), a diferenca novamente acentuou-se (45%) e atingiu significado (p<0,05). A
confirmacéo dos resultados do estudo pré-transplante, aliado & demonstra¢do de uma

diferenca na exposicdo ao farmaco entre pacientes efetivamente transplantados e
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fazendo uso das doses de CsA indicadas clinicamente para a indugdo de
imunossupressao, confere relevancia clinica aos resultados. A repercussdo clinica das
diferencas presentemente demonstradas (traduzida em sobrevida do enxerto e do
paciente, incidéncia de rejeicdo e infeccbes ou efeitos adversos da ciclosporina)
nessa prevalente parcela da populacdo de transplantados renais, necessita, portanto,

ser melhor estudada.

A analise da interacdo com o sexo ndo resultou significativa, contrariamente
aos estudo pré-transplante. No entanto, o incremento na ASCy.;, também foi mais
marcado entre as mulheres (62%) do que entre os homens (29%, p=0,23), sendo
possivel a auséncia de interacdo estatistica devido ao pequeno numero de pacientes

nos subgrupos.

4.3.5 Concentragdo minima

Estudo pré-transplante

A concentracdo minima foi 56% superior (p=0,09) entre os pacientes anti-
VHC+ (tabela 4). Este diferenca foi o resultado de um nivel de pico 40% maior neste
grupo, e nao de uma depuracdo hepatica menor, ja que a meia vida de eliminacéo foi
muito semelhante entre os grupos. A importancia deste achado reside apenas no uso

corriqueiro da Cmin como parametro indicativo da exposicdo do paciente ao
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farmaco. Como medida de exposicdo, porém, a ASCo.12 € muito mais precisa, e foi
também 42% maior, confirmando o achado. Quando foram analisados separadamente
o0s pacientes PCR+ (tabela 5), a diferenca da Cmin aumentou acentuadamente, sendo
praticamente o dobro (91% maior) do que o grupo controle (p<0,01), e adquirindo
significancia estatistica. Este resultado estda em consonancia com os demais ja
discutidos, demonstrando que de alguma maneira a viremia no momento da aferi¢cao

é condicao importante para inducdo das alteragcdes farmacocinéticas verificadas.

Estudo pds-transplante

No estudo péds-transplante a Cmin foi praticamente igual nos grupos
ELISA+ (224 ng/ml) e ELISA- (219 ng/ml) apesar de uma ASCy.1o/dose 23% maior
naquele grupo (tabela 13). Note que, como a curva farmacocinética foi obtida no 15°
PO, os pacientes ja haviam atingido o estado de equilibrio e as doses de CsA
empregadas eram as usuais, mimetizando as condicOes reais atuais de emprego e
monitorizacao terapéutica da droga. Isto confirma a precariedade da estimativa da
exposicdo do paciente ao farmaco a partir da Cmin. Analogamente ao estudo pre-
transplante, a Cmin foi maior (24%) entre os pacientes virémicos, as custas também
de uma Cmax 50% maior, e ndo de diferencas de depuracdo, ja que a meia-vida
permaneceu igual (tabela 14). Estes dados mais uma vez estdo em unissono a apontar
para a mesma direcdo: a da importancia da viremia na producdo das diferencas

farmacocinéticas percebidas.
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4.4  Seguimento pds-transplante

Os vinte e quatro pacientes do estudo pos-transplante foram seguidos ao
longo de doze meses, a fim de avaliar possiveis diferencas no nivel de vale e na dose
de CsA prescrita. Durante todo o periodo de seguimento o grupo de pacientes
ELISA+, bem como o subgrupo PCR+, sempre apresentou niveis de vale maiores do
que o grupo controle, com uma acentuacdo da diferenca no sexto més, onde foi
atingida significancia estatistica (tabelas 15 e 16). Adicionalmente, o grupo ELISA+
necessitou uma reducdo maior da dose de CsA do 3° para 0 6° més, porém mesmo
assim permaneceu com niveis sangiiineos mais elevados neste momento, sendo,
portanto, mais exposto ao farmaco que o grupo ELISA-. O quociente nivel/dose de
CsA, expresso nas figuras 1 e 2, demonstra mais claramente como, para uma mesma
dose de CsA, o grupo portador do VHC apresenta niveis de vale maiores.
Interessante notar a tendéncia de um pico do efeito viral no 6° més, com posterior
reversdo desse efeito ao final do primeiro ano. A magnitude da absorcdo da CsA
também se comporta variavelmente ao longo do tempo pds-transplante, atingindo um
maximo em 2 a 4 semanas, e retornando aos niveis iniciais de absorcdo apés 0s seis
meses®™ ®. A razdo para tal observacdo permanece obscura, sendo no minimo
curiosa esta coincidéncia, alem de mais um indicio concordante com um efeito viral
na atividade do citocromo P450-3A e/ou da glicoproteina P em nivel intestinal como
causa para as diferencas farmacocinéticas verificadas. Pode-se especular ainda, que a

maior replicacdo e/ou carga viral neste periodo, induzida pelas doses maiores de
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imunossupressores, esteja envolvida no efeito observado ao longo do tempo.

A possibilidade de haver algum impacto clinico da presenca do VHC no
transplantado renal que usa ciclosporina foi reforcada com a demonstracdo de niveis
de vale maiores nestes pacientes, haja visto que o presente estudo foi prospectivo,
controlado, e com os fatores de confusdo excluidos a priori pelos critérios de selecéo
empregados. Resta claro que os resultados aqui discutidos sugerem fortemente
diferencas farmacocinéticas da CsA neste subgrupo prevalente de transplantados
renais. Ndo obstante, quedam obscuras questdes relevantes. A primeira delas diz
respeito ao progndstico do enxerto deste subgrupo de pacientes. Legendre et al*®
numa coorte de 499 pacientes receptores renais, demonstrou menor sobrevida do
enxerto nos portadores do VHC. Os pacientes deste estudo, no entanto, ndo sao
superponiveis ao subgrupo em tela, pois muitos ndo usavam CsA, e varios
desenvolveram hepatopatia clinicamente manifesta, ndo existindo na literatura
estudos de seguimento que abarquem transplantados renais com as caracteristicas
dos pacientes presentemente estudados. A segunda questdo é se a monitorizacao
terapéutica da CsA, seja através da realizacdo de curvas farmacocinéticas pré e pos-
transplante®, seja através da predicdo da ASCo.1; por modelos mateméticos®, ou
ainda por estratégia de concentragdo-alvo®, terd capacidade para reverter o
hipotético efeito desfavoravel per se do VHC na sobrevida do enxerto. Tal assertiva
é verdadeira para subgrupos expostos a outros fatores, como a raca (negros) ou a
presenca de diabete melito®, que também levam a menor absorgdo da CsA. Porém
nos estudos que demonstram o beneficio de uma monitorizagdo farmacocinética mais
rigorosa, a preparacdo de CsA empregada ndo foi a microemulsdo, correntemente em

uso, e o desfecho medido ndo foi a sobrevida do enxerto. Conclui-se, do exposto, que
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os resultados do presente estudo sugerem, no minimo, um cuidado maior no
seguimento de doses e niveis de CsA em transplantados renais anti-VHC+,

principalmente naqueles com viremia.

4.5 Estratégia abreviada para estimativa da area sob a curva de concentracdo da

CsA do tempo zero até o tempo 12 horas

Estudo pré-transplante

O grau de correlacdo dos niveis de vale com a ASCy.12 (r=0,867) apesar de
elevado (tabela 7), gera um coeficiente de determinacdo de apenas 0,75. Portanto,
torna-se interessante valer-se de uma estratégia melhor para uma estimativa mais
precisa da ASCo.12. J& que é laborioso e dispendioso efetuar as 13 dosagens de CsA
para medi-la com exatiddo, um modelo matematico que inclua duas ou trés dosagens
apenas seria um método mais pratico. No estudo pré-transplante, a ASCy.1, pdde ser
estimada (equacéo 2) a partir de apenas trés medidas de CsA, as 2, 3 e 6 horas, com
excelente precisdo (r*=0,98). Utilizando apenas dois pontos (2 e 6h) o r* ajustado
permaneceu acima de 0,9 (equacdo 1). Nenhum dos estudos ja realizados, efetuados
com pacientes urémicos aguardando transplante e utilizando dose Unica de CsA-ME,
objetivou encontrar um modelo matematico para estimativa da ASCy.12. No entanto,

0s pontos selecionados concordam com aqueles dos estudos com transplantados
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renais. A alta variabilidade interindividual das caracteristicas absortivas da CsA ndo
microemulsificada torna clinicamente relevante a avaliacdo de sua farmacocinética

33878 “inclusive, criaram modelos

previamente ao transplante renal. Varios autores
para céalculo da dose inicial individualizada da CsA. Em virtude da preparacao
comumente usada (Neoral®) apresentar caracteristicas absortivas mais previsiveis,
tal necessidade ndo parece justificada. No entanto, caso se demonstre util para o

manejo da imunossupressdo pos-transplante, os modelos aqui desenvolvidos

demonstram a possibilidade da criagdo deste tipo de modelo.

Estudo pos-transplante

Mais importante, do ponto-de-vista pratico, sdo os algoritmos gerados a
partir de curvas farmacocinéticas realizadas sob utilizacdo continua do farmaco com
as doses habitualmente indicadas. No estudo pds-transplante o algoritmo que incluiu
a concentracdo da CsA nos tempos 90" e 7 h foi o0 que melhor estimou a ASCo.12/dose
(r* = 0,98, equacdo 3). Devido a sua simplicidade de execucdo (apenas duas
medidas), e a sua alta correlagdo com a ASC, tal extrapolagdo reveste-se de
praticidade. VVarios modelos ja foram propostos na literatura, a maioria baseados em
um ponto nas primeiras duas horas, e mais um ponto entre 4,5 e 8h po6s-dose (tabela
20). O resultado da andlise de regressdo presentemente discutida corrobora esses
dados. Notavelmente, as dosagens isoladas de CsA do estudo pds-transplante

atingiram um grau de correlagdo bem menor com a ASCo.12/d0se, d0 que Nno estudo
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pré-transplante, demonstrando a precariedade (r?=0,24) da informacéo prestada pelos

niveis de vale como medida de exposicao a droga na situacao real de uso do farmaco.

Tabela 20. Algoritmos para calculo aproximado da ASCy.i, da CSA-ME em
transplantados renais.

Algoritmo Referéncia
ASC = 380,04 + 1,84 (CsA90") + 10,41 (CsA 7h) Estudo atual
ASC = 176,92 + 5,19(CsA 0°) + 1,27(CsA 1h) + 4,15(CsA 3h) Gaspari F*/
ASC = 35520 + 1,96 (CsA 2h) + 11,50 (CsA 8h) Johnston A*
ASC = 312,66 + 1,84 (CSA Q) + 4,39 (CsA 2h) Keown PA®
ASC = 195,80 + 2,40 (CsA 2h) + 7,70 (CsA 6h) Amante AJ®

Uma medida com elevado grau de correlagdo com a ASCy.1,, de facil
execucdo e de baixo custo, tornaria factivel o estabelecimento de pardmetros-alvo
para essa medida. A partir da definicdo destes parametros, seria possivel a criacdo de
uma estratégia de monitorizacdo terapéutica para a CsA mais precisa do que o

método comumente empregado, baseado somente no nivel sangiineo de vale.
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5 Conclusoes

A farmacocinética da ciclosporina microemulsdo dos pacientes portadores
assintomaticos do virus da hepatite C, tanto pré como pos-transplante, apresenta

diferengas em relacdo a populagéo controle, ndo portadora do virus.

As principais diferencas sdo 0s niveis de pico e a area sob a curva maiores,

para uma mesma dose da droga.

Os pacientes com viremia, bem como aqueles do género feminino, sdo 0s

que apresentam um efeito mais acentuado da infecgéo viral na area sob a curva.

A area sob a curva de concentragéo da ciclosporina do tempo 0 ao tempo 12
horas € melhor estimada a partir de extrapolagdes matematicas baseadas em duas
dosagens (nos tempos 2 e 6 h para pacientes em hemodialise e nos tempos 90
minutos e 7 h pos-dose para pacientes transplantados), do que a partir de dosagens no

nivel de vale.

Os niveis de vale da ciclosporina no primeiro ano poés-transplante séo

maiores entre os pacientes PCR+ para VHC do que entre os pacientes ELISA-.
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ANEXO 1 - TERMO DE CONSENTIMENTO POS-

INFORMACAO DO ESTUDO PRE-TRANSPLANTE

TERMO DE CONSENTIMENTO POS-INFORMACAO

Nome do paciente

Titulo da pesquisa: Perfil farmacocinético da ciclosporina em pacientes portadores

do virus da hepatite C

Investigador principal: Dr. Luciano Wolffenbuttel

1.0bjetivo do estudo:

Estudar a farmacocinética da ciclosporina em pacientes em hemodialise
portadores do virus da hepatite C.
2.Procedimento:

Vocé tomara uma dose de ciclosporina (medicacdo usada pelos pacientes
transplantados para evitar rejeicao) e serd submetido a treze coletas de sangue, (20ml
na primeira coleta e 2 ml nas doze coletas seguintes), durante as doze horas
subseqlientes. Para coletar o sangue serd feita somente uma puncdo venosa com
abocath nimero 20, com o qual vocé vai permanecer durante as 12 horas do estudo.
O sangue serd retirado através do abocath, que sera heparinizado novamente a cada
coleta.
3.Riscos e desconfortos

Voceé ficara em jejum apos a meia-noite do dia anterior ao do estudo. Pela
manha, ao redor das 7:00h, vocé serd pesado e medido. Recebera entdo uma dose de
8mg/Kg de ciclosporina (dose habitualmente usada pelas pessoas que fazem
transplante). A ciclosporina usada em dose Unica ndo causa efeitos colaterais
clinicamente significativos. Vocé sofrerd o desconforto de uma pungdo venosa com

abocath, que permanecera por 12 horas e que servira para a retirada das 13 amostras
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de sangue -aproximadamente as 7, 7:30, 8, 8:30, 9, 10, 11, 13, 14, 15, 16, 17 e 19h-.
A dor gerada pela puncdo é semelhante a de uma puncao para coleta de exames de
sangue. Durante este periodo vocé deverad permanecer no HCPA. O volume total de
sangue retirado serd de aproximadamente 40 ml. Vocé podera se alimentar
normalmente depois de passadas 2 h do horéario da tomada da ciclosporina,. A
alimentacdo sera fornecida pelo pesquisador responsavel.

4.Beneficios

O estudo farmacocinético da ciclosporina € um procedimento realizado
apenas para os fins do estudo, o qual tem a finalidade de demonstrar a necessidade
deste tipo de avaliacdo em portadores do virus da hepatite C. Caso o estudo forneca
resultados positivos, 0 melhor ajuste da dose pode trazer beneficios ao diminuir a
incidéncia de efeitos colaterais da ciclosporina, os quais podem ser sérios (perda
precoce do rim transplantado, risco aumentado de derrame, infarto, céancer e
infeccBes). O conhecimento gerado pelo presente estudo ndo trard nenhum beneficio
direto para vocé. Podera, isto sim, beneficiar as pessoas que futuramente venham a
fazer transplante renal.
5.Custo/pagamento:

Se vocé optar por participar deste estudo, ndo existe custo ou pagamento de
qualquer espécie pela sua participacdo. O pesquisador fornecera, a titulo de
indenizacdo com as despesas de transporte e alimentacdo durante as doze horas do
estudo, o valor de R$ 10,00 ao paciente no dia da coleta das amostras.
6.Confidencialidade:

Os seus exames serdo identificados por um codigo (numero de registro), e o
seu nome nunca sera citado em nenhuma publicacdo deste estudo.

Pelo presente Termo de Consentimento Pds-Informacéo, declaro que fui
informado de forma clara e detalhada dos objetivos, da justificativa, dos
procedimentos aos quais serei submetido, dos riscos, desconfortos e beneficios do
presente Projeto de Pesquisa. Fui igualmente informado:

-da garantia de receber resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento a
qualquer duavida acerca dos procedimentos, riscos, beneficios e outros assuntos
relacionados com a pesquisa;

-da liberdade de retirar meu consentimento, a qualquer momento, e deixar de
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participar deste estudo, sem que isto traga prejuizo a continua¢do do meu cuidado e
tratamento;

-do compromisso dos autores de me proporcionar informacdo atualizada
obtida durante o estudo, ainda que esta possa afetar a minha vontade em continuar
participando;

-da disponibilidade de tratamento médico e de indenizagdo, conforme
estabelece a legislacdo, caso existam danos a minha saude, diretamente causados por
esta pesquisa;

-de que se existirem gastos adicionais, estes serdo absorvidos pelo orcamento
da pesquisa.

O Pesquisador Responsavel por este Projeto de Pesquisa é o Dr. Luciano
Wolffenbittel, cujo telefone é 312.1193, tendo este documento sido revisado e
aprovado pelo Comité de Etica Cientifica desta instituicio de atencio & sadde em
16/09/96.

Data: _/ [/

Nome e assinatura do Voluntario

Assinatura do Pesquisador Responsavel

Observacgéo: o presente documento, baseado nos artigos 10 a 16 das Normas de
Pesquisa em Saude, do Conselho Nacional de Salde, sera assinado em duas vias de
igual teor, ficando uma via em poder do Voluntéario e a outra com o Pesquisador

Responsavel.
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ANEXO 2 - TERMO DE CONSENTIMENTO POS-

INFORMACAO DO ESTUDO POS-TRANSPLANTE

TERMO DE CONSENTIMENTO POS-INFORMACAO

Nome do paciente

Titulo da pesquisa: Perfil farmacocinético da ciclosporina em pacientes portadores

do virus da hepatite C

Investigador principal: Dr. Luciano Wolffenbuttel

1.0bjetivo do estudo:

Estudar a farmacocinética da ciclosporina em pacientes transplantados renais
portadores do virus da hepatite C.
2.Procedimento:

Vocé tomard a mesma dose de ciclosporina indicada pelo seu medico para
evitar rejeicdo e serd submetido a treze coletas de sangue, (20 ml na primeira coleta,
2 ml nas 12 altimas) durante as doze horas subsequentes. Para coletar o sangue sera
feita somente uma puncdo venosa com abocath numero 22, com o qual vocé vai
permanecer durante as 12 horas do estudo. O sangue sera retirado através do abocath,
que sera heparinizado novamente a cada coleta.
3.Riscos e desconfortos

Vocé ficard em jejum apo6s a meia-noite do dia anterior ao do estudo. Pela
manha, ao redor das 7:00h, vocé serd pesado e medido. Receberd entdo a mesma
dose de ciclosporina indicada pelo seu médico para impedir a rejeicdo, evitando
portanto qualquer modificacdo no seu tratamento e qualquer risco adicional. VVocé
sofrerd o desconforto de uma puncéo venosa com abocath, que permanecera por 12
horas e que servira para a retirada das 13 amostras de sangue -aproximadamente as 7,
7:30, 8, 8:30, 9, 10, 11, 13, 14, 15, 16, 17 e 19h- . A dor gerada pela puncédo é
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semelhante a de uma puncéo para coleta de exames de sangue. Durante este periodo
vocé deverd permanecer no HCPA. O volume total de sangue retirado sera de
aproximadamente 40 ml

4.Beneficios

O estudo farmacocinético da ciclosporina € um procedimento realizado
apenas para os fins do estudo, o qual tem a finalidade de demonstrar a necessidade
deste tipo de avaliacdo em portadores do virus da hepatite C. Caso a pesquisa mostre
resultados positivos, o0 melhor ajuste da dose pode trazer beneficios ao diminuir a
incidéncia de efeitos colaterais da ciclosporina. O conhecimento gerado pelo
presente estudo ndo trara nenhum beneficio direto para vocé. Podera, isto sim,
beneficiar as pessoas que futuramente venham a fazer transplante renal.
5.Custo/pagamento:

Se vocé optar por participar deste estudo, ndo existe custo ou pagamento de
qualquer espécie pela sua participacdo. O pesquisador fornecera, a titulo de
ressarcimento com as despesas de transporte e alimentacdo durante as 12 h do
estudo, a quantia de R$ 10,00, pagos no dia do estudo.
6.Confidencialidade:

Os seus exames serdo identificados por um codigo (numero de registro), e o

seu nome nunca sera citado em nenhuma publicagéo deste estudo.

Pelo presente Termo de Consentimento Pds-Informacéo, declaro que fui
informado de forma clara e detalhada dos objetivos, da justificativa, dos
procedimentos aos quais serei submetido, dos riscos, desconfortos e beneficios do
presente Projeto de Pesquisa. Fui igualmente informado:

-da garantia de receber resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento a
qualquer duavida acerca dos procedimentos, riscos, beneficios e outros assuntos
relacionados com a pesquisa;

-da liberdade de retirar meu consentimento, a qualquer momento, e deixar de
participar deste estudo, sem que isto traga prejuizo a continua¢do do meu cuidado e
tratamento;

-do compromisso dos autores de me proporcionar informacdo atualizada

obtida durante o estudo, ainda que esta possa afetar a minha vontade em continuar
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participando;

-da disponibilidade de tratamento médico e de indenizagdo, conforme
estabelece a legislacdo, caso existam danos a minha saude, diretamente causados por
esta pesquisa;

-de que se existirem gastos adicionais, estes serdo absorvidos pelo orcamento
da pesquisa.

O Pesquisador Responsavel por este Projeto de Pesquisa é o Dr. Luciano
Wolffenbittel, cujo telefone é 312.1193, tendo sido este documento revisado e
aprovado pelo Comité de Etica Cientifica desta instituicio de atencfo & salde em
16/09/96.

Data: _/ [/

Nome e assinatura do Voluntario

Assinatura do Pesquisador Responsavel

Observacdo: o presente documento, baseado nos artigos 10 a 16 das Normas de
Pesquisa em Saude, do Conselho Nacional de Salde, sera assinado em duas vias de
igual teor, ficando uma via em poder do Voluntario ou de seu Responsavel Legal e a

outra com o Pesquisador Responsavel.



