Jornal Brasileiro de Patologia e Medicina
Laboratorial

ISSN: 1676-2444
jopml@sbpc.org.br,adagmar.andriolo@g
mail.com

Sociedade Brasileira de Patologia
Clinica/Medicina Laboratorial

Pacheco Neto, Maurilio; Lopes Alves, Atecla Nunciata; Fortini, Alexandre Soriano; do
Nascimento Burattin, Marcelo; Sumita, Nairo Massakazu; Srougi, Miguel; Chocair, Pedro
Renato
Monitoracao terapéutica da azatioprina: uma revisao
Jornal Brasileiro de Patologia e Medicina Laboratorial, vol. 44, nim. 3, junio, 2008, pp.
161-167
Sociedade Brasileira de Patologia Clinica/Medicina Laboratorial
Rio de Janeiro, Brasil

Disponivel em: http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=393541942002

Como citar este artigo ' && /.L

Nimero completo Sistema de Informacéo Cientifica

Rede de Revistas Cientificas da América Latina, Caribe , Espanha e Portugal
Home da revista no Redalyc Projeto académico sem fins lucrativos desenvolvido no ambito da iniciativa Acesso Aberto

Mais artigos


http://www.redalyc.org/revista.oa?id=3935
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=3935
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=3935
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=393541942002
http://www.redalyc.org/comocitar.oa?id=393541942002
http://www.redalyc.org/fasciculo.oa?id=3935&numero=41942
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=393541942002
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=3935
http://www.redalyc.org

| Bras Patol Med Lab ¢ v. 44 ¢ n. 3  p. 161-167  junho 2008

Monitoracao terapéutica da azatioprina: uma revisao

Therapeutic drug monitoring of azathioprine: a review

Maurilio Pacheco Neto'; Atecla Nunciata Lopes Alves? Alexandre Soriano Fortini*; Marcelo do Nascimento Burattini*;

unitermos

Nairo Massakazu Sumita®; Miguel Srougi¢; Pedro Renato Chocair’

resumo
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Imunossupressao
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Monitorizagao de

medicamentos

Os nucleotideos de tioguanina (6-TGN), metabdlitos ativos da azatioprina (AZA) e da 6-mercaptopurina
(6-MP), atuam como antagonistas das purinas, inibindo as sinteses de DNA, RNA e a protéica, e induzindo
a citotoxicidade/imunossupressdo. A enzima geneticamente determinada, tiopurina metiltransferase
(TPMT), esta envolvida no metabolismo desses agentes e, hipoteticamente, determina a resposta
clinica as tiopurinas. A baixa atividade dessa enzima diminui a metilacdo das tiopurinas, resultando
em potencial sobredose, enquanto altos niveis de TPMT levam a superprodugdo do metabdlito toxico
6-metilmercaptopurina (6-MMP) e a ndo-efetividade terapéutica da AZA e da 6-MP. Vérias mutagbes no
gene da TPMT tém sido identificadas e correlacionadas com fenétipos de baixa atividade. Neste artigo,
também se discute a monitoracdo terapéutica desses farmacos por meio da medida dos niveis de 6-TGN
intra-eritrocitarios, os quais se correlacionam com imunossupressao e mielotoxicidade. Ja a 6-MMP esta
diretamente relacionada com hepatotoxicidade. Esses ensaios estdo associados ao uso de doses adequadas
dessa droga, resultando num melhor controle da doenca e menor uso de corticosteréides.

abstract IIFST

Thioguanine nucleotides (6-TGN), active metabolites of azathioprine (AZA) and 6-mercaptopurine (6-MP),
act as purine antagonists, inhibiting DNA, RNA, and protein synthesis and inducing cytotoxicity and
immunosuppression. The genetically determined thiopurine methyltransferase enzyme (TPMT) is involved in
the metabolism of these agents and, theoretically, determines the clinical response to thiopurines. Low activity
of this enzyme decreases the methylation of thiopurines, what results in potential overdosing, whereas high
TPMT status leads to overproduction of toxic metabolite 6-methilmercaptopurine (6-MMP) and ineffectiveness
of AZA and 6-MP. Several mutations in the TPMT gene have been identified and correlated with low activity
phenotypes. In this study, we also discuss the therapeutic monitoring of these drugs by means of red blood
cell 6-TGN levels, which correlate with immunosuppression and mielotoxicity. 6-MMP is directly connected
with hepatotoxicity. These metabolites assays are associated with the use of appropriate doses of this drug,
what results in a better control of the disease and a decreased use of corticosteroids.
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Introducao

Este artigo de revisdo tem por objetivo descrever a
importancia da monitoracado terapéutica da azatioprina
(AZA), fundamentada nos estudos farmacocinéticos e nas
metodologias desenvolvidas para esse fim.

A AZA foi desenvolvida na década de 1950 e, desde
entdo, é alvo de inimeros estudos. Sua principal acdo far-
macolégica deve-se a incorporacdo do metabdlito ativo — a
6-tioguanina (6-TGN) —ao DNA das células. A 6-TGN possui
estrutura anédloga as bases puricas, adenina e hipoxanti-
na® 29, £ utilizada na terapia medicamentosa de pacientes
com doencas inflamatérias intestinais (Dlls), leucemia linféide
aguda (LLA) e naimunossupressao pés-transplante. Em razéo
do seu efeito antiinflamatdrio, também tem sido utilizada em
pacientes com doengas auto-imunes, como llpus, vasculites,
alteracdes dermatoldgicas e artrite reumatdide (AR)@632,

Alguns aspectos da sua funcéo terapéutica permanecem
obscuros por conta do seu complexo metabolismo e do
polimorfismo genético da enzima tiopurina metiltrans-
ferase (TPMT). Os pacientes submetidos a terapia com
AZA apresentam amplas variacdes nos niveis de 6-TGN
intra-eritrocitarios, mesmo quando submetidos a doses
semelhantes. Entre 9% e 25% dos pacientes em tratamento
de Dlls abandonam a terapia devido aos efeitos toxicos,
apontando assim a importancia do estudo toxicocinético
desse imunossupressor® 26),

Nos paises desenvolvidos, a incidéncia de Dlls, como
a doenca de Crohn (DC), aproxima-se de 50 casos para
cada 100 mil habitantes. No Brasil, como em outros paises
emergentes, a incidéncia também vem aumentando®.

Em relacdo a imunossupressao pés-transplante induzida
pela AZA, é importante reconhecer que o conhecimento
atual necessita ser aprimorado por meio de estudos da

atividade enzimatica, da genotipagem da TPMT e da mo-
nitoracdo terapéutica de seus metabdlitos ativos e tdxicos.
Tal necessidade se torna ainda mais evidente quando se
leva em conta que o Brasil possui o maior sistema pUblico
de transplantes do mundo e que em 2006 foram realizados
mais de 10 mil transplantes®®. Além disso, todos os anos
surgem novos medicamentos imunossupressores, com
as mais variadas promessas de avancos terapéuticos. O
protocolo de tratamento depende de constantes estudos
e cotejo entre os resultados.

Farmacocinética e farmacodinamica

Na maioria dos casos administram-se doses orais de 2
ou 2,5 mg/kg/dia na forma de comprimidos de 50 mg,
com doses iniciais de AZA entre 50 e 200 mg didrias> 3.
Tanto a AZA quanto a 6-mercaptopurina (6-MP) apresen-
tam absorcdo gastrintestinal, baixa biodisponibilidade e
meia-vida plasmatica muito curta (entre uma e duas horas).
Cerca de 30% do medicamento circula ligado as proteinas
plasmaticas, entretanto a meia-vida dos nucleotideos da
6-TGN intra-eritrocitarios varia entre trés e 13 dias. Esse
fato pode explicar a demora de cerca de trés ou quatro
meses para que niveis estaveis de 6-TGN sejam alcancados
no tratamento com AZA.

Com distribuicdo ampla por todos os liquidos corporais,
em média 88% da AZA sdo convertidos em 6-MP@ 3% pela
acdo da glutationa, um sistema hepatico enzimatico cata-
lisado pelas enzimas glutationa transferases (GSTs)"®. Ap6s
captacao celular, o metabolismo da 6-MP segue por trés vias
principais, formando os sequintes compostos (Figura 1):

* 4cido tiotrico (6-TU) pela acéo da enzima xantina oxidase
(XO) no figado e na mucosa intestinal;
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AZA: azatioprina; GSTs: glutationa S-transferases; 6-MP: 6-mercaptopurina; TPMT: tiopurina metiltransferase; 6-MMP: 6-metilmercaptopurina; 6-TU: dcido 6-tiotirico; XO: xantina oxidase; HPRT:
hipoxantina-fosforibosil transferase; 6-TIMP: 6-tioinosina monofosfato; 6-MeTIMP: 6-metiltioinosina monofosfato; IMPDH: inosina-5-monofosfato desidrogenase; 6-TXMP: 6-tioxantosina monofosfato;
GMPS: guanidina 5-monofosfato sintetase; 6-TGN: 6-tioguanina; 6-TGMP: 6-tioguanina monofosfato; 6-TGDP: 6-tioguanina difosfato; 6-TGTP: 6-tioguanina trifosfato.

Figura 1 - Representagdo esquemdtica do metabolismo da azatioprina
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* 6-metilmercaptopurina (6-MMP) pela acdo da TPMT
intra-eritrocitaria;

* 6-TGN e seus nucleotideos ativos: 6-tioguanina mono-
fosfato (6-TGMP), 6-tioguanina difosfato (6-TGDP) e
6-tioguanina trifosfato (6-TGTP).

Nessa etapa, a 6-MP é transformada pela hipoxantina-
fosforibosil transferase (HPRT) em 6-tioinosina monofosfato
(6-TIMP), que pode seguir dois caminhos: ou é metilada
pela TPMT para 6-metilmonofosfato (6-MeTIMP); ou é
convertida pela inosina-5-monofosfato desidrogenase
(IMPDH) em 6-tioxantosina monofosfato (6-TXMP), que,
finalmente, pela acdo da guanidina 5-monofosfato sintetase
(GMPS), gera a 6-TGN e seus nucleotideos ativos de efeito
mielossupressor®,

Possivelmente outros produtos dessa reacdo, como o
metilnitroimidazol, inibem o crescimento celular e levam
a morte em conseqliéncia de danos em macromoléculas,
como écidos nucléicos, proteinas e membranas®®.

O mecanismo de citotoxicidade e a atividade imunossu-
pressora da AZA se ddo mediante rompimento dos acidos
nucléicos. Os nucleotideos de tioguanina (6-TGN) produ-
zidos sdo incorporados ao DNA como falsos metabdlitos,
interferindo na sintese protéica e impedindo o crescimento
e a proliferacdo dos linfécitos T e B™M.

Recentemente, Tiede et al.®® relataram outra possivel
explicacdo para os efeitos imunossupressores em linfocitos
T. O metabdlito ativo da 6-MP — a 6-TGTP - inibe a acdo

da proteina guanosina trifosfato, a Rac1, envolvida nos
sinais de ativacdo da via da CD28 (Figura 1). As patologias
auto-imunes e rejeicdes de transplantes séo mediadas por
essa proteina transmembrana®P. A inibicdo da Rac1 impos-
sibilita a ativacdo de genes importantes, alvos de cascatas,
como a do gene antiapoptdtico Bcl-x| e do fator nuclear kB
(NF-kB). O interesse no estudo desse fator de transcricdo
decorre da quantidade de genes e processos celulares que
o NF-kB regula, como desenvolvimento, plasticidade, morte
e defesa celular® 29,

Polimorfismo genético da TPMT

ATPMT é uma enzima citoplasmatica responsavel pela
metilacdo das tiopurinas. Nao se conhece nenhum substrato
natural para essa enzima, nem a sua real funcéo bioldgica.
A atividade enzimatica da TPMT apresenta grande varia-
bilidade entre individuos. O polimorfismo dessa enzima
foi investigado por diversos pesquisadores- 1% 29, Tem-se
conhecimento de dois alelos selvagens e 16 mutantes para
0 gene que codifica a TPMT. Esses genes sdo encontrados
com variada frequiéncia nas diferentes etnias. Os caucasia-
nos apresentam frequéncia trimodal de distribuicdo dos
fenétipos da TPMT. Cerca de 0,3% dos caucasianos séo
homozigotos para o alelo ndo-funcional, sendo a atividade
de S-metilacdo da 6-MP ausente ou insignificante. De 6%
a 11% séo heterozigotos e tém atividade enzimética inter-
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Figura 2 - Distribuicdo da atividade da TPMT nas diferentes populagdes de brasileiros.
Adaptado de Chocair™.
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medidria, enquanto 89% a 94% sdo homozigotos para o
alelo selvagem e, conseqlientemente, apresentam niveis de
atividade enzimética entre normal e alta.

A distribuicdo fenotipica da TPMT também foi pesqui-
sada entre brasileiros. Nessa pesquisa observou-se que a
atividade enzimatica apresentou distribuicao bimodal nas
populacdes de brancos, negros e mulatos.

A populagdo de japoneses ndo apresentou distribuicdo
polimérfica, indicando que sdo homozigotos para algum
alelo de metilacédo rapida‘®.

Efeitos toxicos

O efeito tdxico mais comum da AZA é a depresséo
da medula éssea. Esse é um efeito dose-dependente que
pode ser monitorado, resultando na reducdo da dose ou
suspensdo do medicamento. A contagem dos glébulos
vermelhos, brancos e plaquetas sdo recomendaveis a fim
de monitorar esse efeito toxico. A leucopenia é a manifes-
tacdo hematoldgica mais freqiiente, mas concentragdes de
6-TGN > 450 pmol/8 x 108 eritrocitos foram associadas a
mielotoxicidade!”.

Outro 6rgao alvo de efeitos toxicos é o figado. O me-
canismo toxico da AZA nos hepatdcitos esta associado ao
primeiro passo da biotransformacéo, na qual ha deplecéo
dos niveis do detoxificador glutationa e aumento dos niveis
de 6-MMPU4, Pacientes com niveis de 6-MMP > 5.700
pmol/8 x 108 eritrécitos apresentaram sinais de hepato-
toxicidade(”. A explicacdo pode estar na fase conjugacéo
da AZA. Variacdes nos niveis de glutationa reduzida (GSH)
afetam diretamente a sintese de proteinas e de DNA. A GSH
encontrada nos hepatdcitos é consumida, predispondo ao
estresse oxidativo, com peroxidacéo lipidica e/ou lesdo
direta nas proteinas e nos acidos nucléicos.

Lee e Farrell®, utilizando culturas de hepatdcitos
de ratos, confirmaram que a AZA também causa morte
celular dose-dependente, em seguida a deplecdo dos
niveis de GSH. Nesse experimento, a adicdo de GSH ou
N-acetilcisteina preveniu contra morte celular. Determinar
os niveis plasmaticos de enzimas hepaticas, como aspartato
aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT), é
de grande valia para o acompanhamento de lesédo celular
hepética. A medida da atividade da fosfatase alcalina (ALP)
e da bilirrubina total é um bom marcador de lesédo tubular
e da funcdo hepatica, respectivamente@.

Também se observou que alguns pacientes ndo respon-
dem a terapia, mas eles apresentam os efeitos toxicos devido

a maior formagao do metabdlito 6-MMP. Chocair et al.®) suge-
rem que o alopurinol pode ser adicionado ao protocolo con-
vencional desses pacientes, inibindo a XO que normalmente
esta em alta atividade sérica nas inflamac®es. Sparrow et al.”
demonstraram que a adicdo desse medicamento a terapia de
pacientes que ndo respondem a AZA é um excelente modo
de favorecer a formacédo dos nucleotideos de 6-TGN, sem
aumento dos niveis de 6-MMP. Cummins et al.® defendem
que quando se decide usar a terapia combinada, a dose de
AZA deve ser reduzida em até dois tercos, tornando-se uma
promissora op¢do na terapia imunossupressora.

Monitoracao terapéutica

Com o desenvolvimento de técnicas laboratoriais mais
sensiveis e especificas, tornou-se possivel a dosagem dos
medicamentos imunossupressores nos fluidos biolégicos.
Algumas vezes é possivel determinar a concentracdo de
um farmaco em seu sitio de acdo, como o metabdlito
6-TGN, reduzindo-se assim as influéncias das variacdes
farmacocinéticas.

A monitoracdo terapéutica de medicamentos néo é in-
dicada para todos os farmacos. Segundo Johnston e Holt??,
para que seja necessaria a monitoracdo terapéutica de um
farmaco, esse deve preencher os sequintes critérios:

e apresentar correlacdo entre concentracdo do farmaco e
efeito terapéutico;

* estreita faixa terapéutica, isto é, pequenas variacdes nas
doses podem causar reacdes adversas graves;

e grandes diferencas metabdlicas entre individuos;

* sucesso terapéutico dificil de ser distinguido das reacdes
adversas.

A importéncia da monitoracdo dos niveis de 6-TGNs
intra-eritrocitarios, com objetivo de reduzir a toxicidade
dose-dependente, foi avaliada por diversos pesquisadores,
demonstrando que a quantificacdo dos metabdlitos da AZA
exerce um papel importante no acompanhamento clinico
de pacientes submetidos a terapia com AZA(. 1217,

Pacientes com deficiéncia de TPMT tratados com do-
ses usuais de AZA apresentaram niveis altos de 6-TGN. As
variacbes enzimaticas individuais da TPMT determinam a
concentragdo dos metabdlitos, e esses determinam a efi-
cécia e os efeitos adversos. Estudos tém demonstrado uma
relacdo de reciprocidade entre a atividade eritrocitaria da
TPMT e os niveis de 6-TGN eritrocitérios, reforcando que a
monitoragdo dos niveis de 6-MMP e 6-TGN intra-eritroci-
tarios pode ser usada para individualizar a terapia.
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Banerjee e Bishop™ analisaram 101 pacientes pediatricos
com Dlls, recebendo doses de AZA, estaveis ha, pelo me-
nos, quatro meses. O grupo teste (n = 64) era formado por
pacientes que tinham os metabdlitos da AZA monitorados,
enquanto no grupo controle (n = 37) os pacientes recebiam
AZA sem a respectiva monitoracdo terapéutica, pois ja
faziam uso do medicamento anteriormente a implantacdo
do método para dosagem da AZA no hospital. A freqiiéncia
de episddios de exacerbacédo da doenca por paciente/ano
foi 55% menor no grupo monitorado do que no grupo
controle. O grupo teste também recebeu uma dose diaria
de prednisona 73% menor, em compara¢do com o grupo
controle, no qual n@o se realizou a monitoracdo. Casos de
mielotoxicidade foram encontrados em trés dos 64 pacien-
tes do grupo teste versus freqliéncia zero no grupo controle
(n=137). No entanto, todos os casos de leucopenia foram
autolimitantes, mas nado foi necessario reduzir a dose em
nenhum dos pacientes. Observou-se elevacdo de enzimas
hepéticas em seis dos 64 (9,4%) pacientes do grupo teste,
em oposicao a seis de 37 (16,2%) do grupo controle.

Bergan et al.©® relataram um estudo em dois grupos de
transplantados renais, em que um grupo recebia doses baixas
de AZA, 3 mg no primeiro dia, 2 mg na primeira semana e
posterior manutencdo com 1 mg; o sequndo grupo recebia
altas doses de AZA, 5 mg no primeiro dia, e ajuste das doses
seguintes, visando nivel de 6-TGN entre 100 e 200 pmol/8
x 108 eritrdcitos. A incidéncia acumulada de episddios de
rejeicdo primdria foi reduzida em 21% no grupo monitorado,
mantendo-se a mielotoxicidade em niveis aceitaveis.

Dubinsky et al.” avaliaram a utilidade clinica da moni-
toracdo da 6-TGN e da genotipagem da TPMT de pacientes
pediatricos com DIl em tratamento com 6-MP ou AZA. Os
autores demonstraram que os niveis de 6-TGN estavam
associados a resposta terapéutica, e sugerem que a resposta
a 6-MP/AZA poderia ser otimizada, com niveis de 6-TGN
por volta de 235 pmol/8 x 108 eritrdcitos.

Nos pacientes heterozigotos para um alelo mutante da
TPMT, os niveis de 6-TGN eritrocitarios foram significativa-
mente maiores que nos heterozigotos que apresentavam
0 gene selvagem (média 589 versus 256 pmol/8 x 108
eritrécitos)(9,

Alguns métodos ja foram descritos para dosagem da
6-TGN e também para 6-MMPU: 1519 25 29, 30 Essas me-
todologias apresentam algumas variacdes entre si, como
na composicdo dos reagentes e nas concentracdes pre-
conizadas, mas, em geral, envolvem uma hidrélise acida,
com aquecimento em banho-maria seco, para conversao
dos nucleotideos de 6-TGN e 6-MMP em suas respectivas
bases livres. Apds filtragem, a amostra segue para uma fase
de extracdo e separacdo em cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). As concentra¢bes obtidas sdo expressas
em pmol/8 x 108 eritrdcitos.

Até 0 momento néo foram realizados estudos compa-
rativos satisfatorios entre esses métodos, principalmente no
que se refere a padronizacdo dos procedimentos analiticos
e expressdo dos resultados.

Conclusao

A monitoracéo terapéutica proporciona uma série de
beneficios para os pacientes que necessitam de terapias
imunossupressoras. A resposta terapéutica — dependente
das caracteristicas genéticas do paciente — resulta em
maior adesao ao tratamento devido a diminuicdo dos
efeitos téxicos.

Estudos retrospectivos indicam forte associacao entre os
niveis intra-eritrocitarios de 6-TGN e o sucesso terapéutico,
bem como altos niveis da 6-MMP para hepatotoxicidade e
nao-responsividade ao tratamento. Novos estudos poderdo
determinar o real beneficio clinico da monitoracéo terapéu-
tica precoce e periédica dos metabdlitos da AZA.
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