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RESUMO

O bussulfano (Bu) é um agente alquilante usado no condicionamento que precede o transplante de
células-tronco hematopoiéticas (TCTH) em criangas. Sua farmacocinética (FC) apresenta uma
grande variabilidade interindividuo, que pode ser parcialmente explicada pelas variantes genéticas
de GSTAL, gene da enzima glutationa S-transferase al, crucial para o metabolismo do Bu. Varios
métodos de predicdo da FC do Bu sdo usados para calcular sua dose, essencialmente com base na
idade e peso do paciente. Até 0 momento, apenas um modelo adulto incorporou as variantes de
GSTAL no célculo da sua dose do Bu. No presente trabalho, avaliou-se, inicialmente, o desempenho
de métodos atualmente disponiveis em pediatria, em fungdo das variantes genéticas de GSTAL.
Foram avaliados os parametros de FC da primeira dose de 101 criancas e adolescentes submetidos
a TCTH alogénico no CHU Sainte-Justine, Montreal, Canada, apds regime de condicionamento
que incluia Bu intravenoso (BuCR, do inglés busulfan-containing regimen). Os haplétipos GSTAL
foram interpretados em pares (dipl6tipos) e depois classificados em trés grupos com base nos seus
diferentes potenciais de expressao enzimatica. As AUCs (area under the curve) medidas e as AUCs
calculadas a partir de doses de Bu preditas por 11 modelos diferentes foram classificadas de acordo
com a sua capacidade para atingir a AUC-alvo (900 a 1.500 uM.min). Também foram calculados
os erros de previsdo do clearance do Bu. Ap6s a primeira dose, as AUCs medidas atingiram a
AUC-alvo em 38,7%. Os diplotipos de GSTAL relacionados ao metabolismo lento (G3) e regimes
contendo fludarabina (FIUCR, do inglés fludarabine-containing regimen) foram os Unicos fatores
associados a AUC no alvo (OR 4,7, IC 95%, 1,1 - 19,8, p=0,04e OR 9,9, IC95%, 1,6 - 61,7, p =
0,01, respectivamente). Utilizando os outros métodos para o calculo da dose, a percentagem de
AUC no alvo variou de 16% a 74%. G3 e FIUCR foram, em alguns modelos, associados a AUC no
alvo ou na faixa tdxica, enquanto que os metabolizadores rapidos (G1) foram por vezes associados
a AUCs subterapéuticas. Essas associa¢des foram confirmadas na analise de predicdo do clearance,
em gue os diplétipos da GSTAL e o regime de condicionamento influenciaram significativamente
a maioria dos erros de previsdo dos métodos testados. Uma vez que GSTAL mostrou influenciar
significativamente os algoritmos disponiveis, pretendeu-se desenvolver um modelo de FC de
populacdo que incluisse variantes genéticas de GSTAL como um fator no calculo de dose do Bu.
Para tanto, foram analisados os dados de concentracdo-tempo de 112 criancas e adolescentes que
receberam um BuCR mieloablativo antes de 115 TCTH (autélogos e alogénicos), realizados
também no CHU Sainte-Justine. Para a construcdo do modelo de FC de populacéo, utilizou-se uma
analise mista ndo linear. Sexo, doenca de base (maligna vs. ndo maligna), idade pds-menstrual
(PMA) ou idade cronoldgica, regime de condicionamento e diplétipos de GSTAL foram avaliados
como fatores potenciais. Um modelo de um compartimento com eliminagdo de primeira ordem foi
0 que melhor descreveu os dados disponiveis. Um fator de maturacdo do metabolismo de Bu (Fmat)
e 0 peso elevado a exponencial alométrico tedrico foram incluidos no modelo de base. A analise
dos fatores revelou PMA (AOFV = -26,7, p = 2,3x10-7) e grupos de diplotipos de GSTAL (AOFV
=-11,7, p = 0,003) como fatores significativamente associados, respectivamente, ao volume e ao
CL do Bu. Os CL dos metabolizadores rapidos (G1) foram preditos como sendo 7% mais elevados
que os definidos como metabolizadores normais (G2), enquanto que os metabolizadores lentos
(G3) foram descritos com CL 12% menor que 0s G2. Em conclusdo, apds se evidenciar que 0s
métodos disponiveis para o calculo de dose do Bu ndo séo adequados para todos os grupos de
dipl6tipos de GSTA1L, propds-se o primeiro algoritmo de célculo de dose de Bu em pediatria
baseado em farmacogenética. Seu uso pode contribuir para uma melhor previsibilidade da FC do



Bu e, desta forma, melhor predizer a exposi¢do de criangas e adolescentes a droga, de acordo com
a capacidade metabodlica de cada individuo.

Palavras-chave: Transplante de células-tronco hematopoiéticas. TCTH. Bussulfano.
Farmacocinética. Farmacogenética. Polimorfismos. GSTA1l. Modelo de farmacocinética de

populacéo.



ABSTRACT

Busulfan (Bu) is an alkylating agent used in the conditioning before hematopoietic stem cells
transplantation (HSCT) in children. Its pharmacokinetics (PK) presents a great inter-individual
variability, which can be partially explained by GSTAL genetic variants, gene coding for the
enzyme glutathione s-tranferase al, crucial for Bu metabolism. Several methods of predicting PK
are available and are used to calculate the Bu dose, based essentially on patients’ age and
anthropometric characteristics. So far, a single adult model successfully incorporated this factor
into the Bu dose calculation. In the present work, we initially evaluate the performance of the
currently available guidelines across the different GSTA1 genetic variants. The PK parameters from
the Bu first doses from 101 children and adolescents who have undergone allogenic SCT at the
CHU Sainte-Justine, Montreal, Canada following a IV Bu-containing conditioning regimen
(BuCR). GSTAL haplotypes were interpreted in pairs (diplotypes) and then classified in 3 groups
based on different potentials of enzyme expression. Measured AUCs and AUCs calculated from
Bu doses predicted by 11 different models were classified according to their ability to achieve the
AUC target (900 and 1500uM.min). Clearance prediction errors were also calculated. After the
first dose, measured AUCs achieved the target in 38.7%. GSTAL diplotypes groups related to poor
Bu metabolism (G3) and fludarabine-containing regimens (FIUCR) were the only factors associated
with AUC within target (OR 4.7, 95% CI, 1.1 - 19.8, p=0.04 and OR 9.9, 95% ClI, 1.6 - 61.7,
p=0.01, respectively). Using other methods for dose calculation, percentage of AUCs within target
varied from 16% to 74%. G3 and FIUCR were, in some models, associated to AUC within the target
and in the toxic range, whereas rapid-metabolizers (G1) were correlated with sub therapeutic
AUCs. These associations were confirmed in clearance-prediction analysis, where GSTA1l
diplotypes groups and conditioning regimen consistently influenced methods’ most prediction
errors. Once GSTA1 status was demonstrated to influence significantly the available Bu dosing
algorithms, we aimed to develop a population PK (PPK) model which included GSTAL genetic
variants as a covariate. For that, concentration-time data from 112 children and adolescents
receiving IV Bu as a component of the conditioning regimen for 115 stem cell transplantations
(autologous and allogenic) performed at CHU Sainte-Justine were analyzed. Non-linear mixed
effects analysis was used to build a PPK model. Sex, baseline disease (malignant vs. non-
malignant), post-menstrual age (PMA) or chronological age, conditioning regimen and GSTAL
diplotypes groups were evaluated as potential covariates. A one-compartment model with first-
order elimination best described the data. A factor of Bu metabolism maturation (Fmat) and
theoretical allometric scaling of weight were included in the base model. Covariate analysis
revealed PMA (AOFV=-26.7, p=2.3x107) and GSTA1 diplotypes groups (AOFV=-11.7, p=0.003),
as significant factors on volume and clearance (CL), respectively. CL of rapid metabolizers (G1)
were predicted as being 7% higher and that of poor ones (G3) 12% lower than CL of those defined
as normal metabolizers (G2). In conclusion, after evidencing that available Bu dosing methods are
not suitable for all GSTAL diplotypes groups, we have proposed the first pharmacogenomics-based
dosing algorithm for Bu to be used in a pediatrics. Its use may contribute considerably to better
predict Bu exposure in children and adolescents tailoring the dose according to individual
metabolic capacity.

Keywords: Hematopoietic stem cell transplantation. HSCT. Busulfan. Pharmacokinetics.
Parmacogenetics. Polymorphisms. GSTAL. Population pharmacokinetic model.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1. Estrutura do Bu e seus sitios de interagdo com 0 ADN. ........ccccviiiiniinennieseneeee, 25
Figura 2. MetaboliSMO A0 BU........ccooiiiiiiiiiiee e 27
Figura 3. Gréafico de Kaplan-Mayer da SLE segundo a AUC acumulada...........c.cccccevvvervvennenne. 40
Figura 4. Potencial de transcri¢do dos diferentes haplotipos de GSTAL. .....ooovvveveececievie e, 50
Figura 5. Composicao dos grupos de haplotipos de GSTAL .....ccooeiiiiiiininisese e 50
ARTIGO |

Figure 1. Grouping composition based on GSTAL-diplOtypes. .......ccoevveveiieiieiece e, 114
ARTIGO Il

Figure 1. Goodness-of-fit of the final model..............ccooviii i, 150
Figure 2. Visual Prediction Check of final model. ............cccoooe i 151
Figure S1. Composition of groups based on GSTAL-AIPIOtYPES .......ccovveeriirieieniiiiieieeeee, 152
Figure S2. Blood Bu concentration vs. time after first doSe..........ccocovvieieniienincnececee, 154
Figure S3. Box plot of random effects on CL and V..., 155

Figure S4. Models’ performance in G1 and G3 patients ...........cceevrererriineieieneneese e, 156



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Critérios diagnosticos de SOS em adultos. ........cccoceiiiiieiieieieese e, 30
Tabela 2. Resumo dos resultados dos estudos abordando CL/F do Bu VO. .........ccccccecviiiennne, 34
Tabela 3. Polimorfismos mais frequentes dos genes GSTP1, GSTM1 e GSTT1.......ccccceevevenen, 43
Tabela 4. SNVs que compdem 0s haplotipos do gene GSTAL. .....oooveveieece e 44
Tabela 5. Sumario dos achados clinicos e de FC associados a SNVs dos genes das GSTSs......... 46
Tabela 6. Resumo dos modelos de FC de populacdo do Bu disponiveis em pediatria. ............... 53
Tabela 7. Equacdes para calculos de erros de prediGao. ......ccveveieeveeieseesie e 64
Tabela 8. Equacdes utilizadas para a obtencdo dos valores de Fmat € Fsize. «vocovevverveiieeiveneiiiennnn, 71
ARTIGO I

Table 1. M0odels' CharaCteriSTICS. ........uiiiieiiierie it 115
Table 2. Patients' CharaCteriStiCS. ........oiiieiiieiese e 116
Table 3. PK parameters according conditioning regimen. ..........cccooeeveieeiesieseerie e 117
Table 4. Guidelines' performance across the GSTAL-based groups. ........cccceevvevvereieeseereseene 118
Table 5. Mean of prediction mean error across GSTAL-based groups. .......cccccoeeererererienennnns 120
Table S1. Haplotypes composition based on SNVS 0f GSTAL.......cccoovviieieniiniiee e 121
Table S2. Equations used in predicted AUC and CL Of BU.........ccccoeviiiiniiicceciic e 121

Table S3. Nomograms and equations used to obtain IV Bu doses according to each method... 122

ARTIGO II

Table 1. Patients’ demographic and clinical charaCteriStiCS .........ccovvvriveierierininie e, 147



Table 2. Model’s pharmacokinetic parameters estimates and bootstrap results. ............co.ceu.... 148

Table 3. Frequency of achievement of target AUC ..........ccoiieiiii i 149
Table S1. Haplotype composition based on single nucleotides variants of GSTAL .................. 152
Table S2. Equations used in McCune’s MOdelS.........ccueviiiiiieieiiieieeie e 153
Table S3. Available PopPK models in paediatric population.............ccooeveieiiieiininisicee 157

Table S4. GSTs SNVs and clinical and/or PK QUTICOMES ......oovveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen 159



LISTA DE ABREVIATURAS

ADN Acido desoxirribonucleico

AE% Erro absoluto de predicao

ANVISA Agéncia de Vigilancia Sanitaria

ASC Area de superficie corporal

AUC Area sob a curva, em inglés

AUC24n Area sob a curva de doses a cada 24 horas

AUCen Area sob a curva de doses a cada 6 horas

BFU-E Burst Forming Unit — Erythroid

Bu Bussulfano

CES Células endoteliais sinusoidais

CFU-GM Colony Forming Units — Granulocytes and
Macrophages

CL Depuracgéo ou clearance

CL/F Depuracéo ou clearance aparente

Cmax Concentragdo maxima

Cmin Concentragdo minima

Css Concentracdo de equilibrio ou de steady-state

Cv Coeficiente de variacéo

Cy Ciclofosfamida

Cy2 Ciclofosfamida 60mg/Kg/dia em dois dias

consecutivos



Cy4 Ciclofosfamida 50mg/Kg/dia em quatro dias
consecutivos

DECHa Doenca do enxerto contra o hospedeiro aguda

EMA European Medicines Agency

FC Farmacocinética

FDA Food and Drug Administration

FFM Free fat mass

Fmat Fator de maturagdo do metabolismo do bussulfano

FOE Estimacao de primeira ordem, em inglés

Fsize Fator “tamanho”

Gl Gastrointestinal

GSH Glutationa

GST Glutationa S-transferase

HLA Antigeno de histocompatibilidade leucocitario, em
inglés

HR Razdo de risco ou Hazard ratio, em inglés

ICT Irradiacdo corporal total

IPM Idade pds-menstrual

v Intravenoso(a)

Kmat Constante de maturagdo do metabolismo do
bussulfano

LLA Leucemia linfoblastica aguda

LMA Leucemia mieloblastica aguda

LMC Leucemia mieloide cronica



MAF

Magmat

MDT
ME%
MNR
NFM

NONMEM ou
NLME

OFV
OR
PCT
PEG
PG
PGx

Pl

g24h
g6h
RR
SG
SLE
SNV

SOS

Frequéncia de alelo menor, em inglés

Magnitude de maturagdo do metabolismo do
bussulfano

Monitorizacao de dose terapéutica
Média do erro absoluto de predigdo
Mortalidade ndo relacionada a recaida

Normal fat mass

Modelos nao lineares de efeitos mistos, em inglés

Valor de funcdo objetiva, em inglés

Razao de chances ou odds ratio, em inglés
Peso corporal total

Polietilenoglicol

Farmacogenética, em inglés
Farmacogenomica, em inglés

Pneumonite idiopatica

Depuracdo ou clearance intercompartimental
Refere-se as doses a cada 24 horas
Refere-se as doses a cada 6 horas

Risco relativo

Sobrevida global

Sobrevida livre de evento

Variante de nucleotideo Unico

Sindrome Obstrutiva Sinusoidal



TCTH

THT

TM50

V ou V1

V2

VEO

VES

VO

VPC

Transplante de células-tronco hematopoiéticas
Tetraidrotiofenol
Idade pds-menstrual na qual a capacidade de

metabolizacdo do bussulfano atinge 50% dos niveis
adultos

Volume de distribuicéo central

Volume de distribuicdo no segundo compartimento
Variabilidade entreocasides

Variabilidade entressujeitos

Via oral

Verificagdo preditiva visual, em inglés



SUMARIO

O [N 2 10] 16107\ 1T 21
2 REVISAO DA LITERATURA ..ottt eeen e 23
2.1 TRANSPLANTE DE CELULAS-TRONCO HEMATOPOIETICAS............. 23

2.2 BUSSULFANO ...ttt e e ae et e e arneennee e 24

2.3 TOXICIDADES ..ottt ettt en e 27

2.4 FARMACOCINETICA DO BUSSULFANO.......cccoeiteiiieeeeeeeeeeeeres s 32

2.5 INDICE TERAPEUTICO DO BUSSULFANO .......coovvvrrirerieieresses e, 36

2.7 VARIANTES GENETICAS DE GSTS...cuiieeeeeeeeeeeieeeeeeeeeees s 43

2.8 MODELOS DE PREDICAQO DE DOSE-........ccovviereiieneeeeeees s, 51
JUSTIFICATIVA ettt ae et e e e anae e 58
OBUJIETIVOS ...ttt sttt ettt ettt neene s 59

4.1 OBIETIVO GERAL ...ttt 59

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS .....covevieeeeeteeeieeiesee e sestess s sesssssssssesenassen s 59

5  MATERIAIS E METODOS .......ooiiteeeeeeeeeeeeee et ee et 60
5.1 ESTUDO |ttt anas 60
5.1.1 DeliNBamMENTO ....ccvveeiiiieieeie ettt 60

5.1.2 Populaco em eStUO........cc.eoeeiiieieieccie e 60

5.1.3 Regime de tratamento .........ccccoouerererererisieieeeeee e 61

5.1.4  VariQveis em €STUAOD .......ccveveieire et 61

5.1.5 Deteccao das varidveis em eStudo.........cccveveierierienierenn e, 62

5.2 ESTUDO ..ottt s e e annae e s nee e 66
5.2.1  DeliNBAMENTO ......oiviiiiiiiiiieieieie ettt et 66

5.2.2 Populagido em eStUAO ........cceiiiiiiiiieie e 66

5.2.3 Regime de tratamento ........ccceovieiieiiie i 67

5.2.4  Variaveis 8M ESTUAOD .......ecveiueeieiiesieeiesee e sie e nie e sae e nne e 67

5.2.5 Deteccao das variaveis em eStUd0.........ccccvvvrireeiierienene e, 68

5.3 ASPECTOS ETICOS .....oviiiiiriieiineieieis st 73
REFERENCIAS ..ottt 74

ARTIGO L. ettt b e 89



ARTIGO ...
CONSIDERACOES FINAIS

PERSPECTIVAS FUTURAS ... ..o



21

1 INTRODUCAO

O transplante de células-tronco hematopoiéticas (TCTH) ¢ uma modalidade terapéutica
curativa para algumas formas de doengas malignas e benignas. Diferentemente do que ocorre no
transplante de 6rgdos solidos, o paciente que recebe um TCTH necessita, além do tratamento de
imunossupressdo apos o transplante, de uma preparacdo prévia, comumente chamada de
condicionamento. Este é composto de agentes quimioterapicos (associados ou ndo a radioterapia)
que, em conjunto, propiciam a pega do enxerto ¢ o controle (ou erradicagdo) da doenca de base.

O regime de condicionamento causa a eliminagcdo da hematopoiese do receptor (paciente),
ocasionando um periodo de pancitopenia prolongado, durante o qual transfusdes de eritrocitos e
plaquetas sdo necessarias. Além disso, a leuco/neutropenia predispde o paciente a infecgdes
causadas por agentes oportunistas endogenos e exodgenos. A par dessas complicacdes infecciosas,
o regime de condicionamento, composto por agentes citotoxicos dependentes ou ndo do ciclo
celular, associa-se a diversas toxicidades em outros sistemas para além do hematopoiético, tais
como o gastrointestinal (GI), o hepético, o reprodutivo, o pulmonar, o cardiaco e o cutineo, por
exemplo.

Bussulfano (Bu) ¢ um agente alquilante utilizado largamente como parte integrante dos regimes
de condicionamento antes do TCTH alogénico e autélogo. Apesar de sua vasta utilizagdo, Bu ¢
conhecido por ter um indice terapéutico estreito. Recaida de doengas malignas e rejeigdo sdo
associadas a exposicdes insuficientes a droga, enquanto toxicidades como sindrome obstrutiva
sinusoidal (SOS), doenga aguda do enxerto contra o hospedeiro (DECHa) e mucosite grave siao
associadas a exposi¢des acima dos niveis recomendados. Ademais, estudos de farmacocinética

(FC) demonstram que Bu apresenta uma variabilidade interindividual importante, o que faz da
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monitorizag¢do de dose terapéutica (MDT) uma ferramenta essencial, principalmente em criangas,
onde esta variabilidade ¢ mais evidente.

Com o intuito de diminuir grandes ajustes de dose no decorrer no condicionamento, em
consequéncia dos resultados da MDT, diversas tentativas de predicdo dos parametros de FC
segundo as caracteristicas antropométricas foram sugeridas. Na pratica clinica, sdo conhecidos
atualmente 12 diferentes métodos de calculo de dose de Bu em pediatria, a maioria baseada em
modelos de FC de populagdo. Estes modelos utilizam exclusivamente dados como peso e/ou idade
como fatores de corre¢ao da dose.

Recentemente, fatores genéticos associados a variabilidade da FC do Bu foram descritos.
Variacdes de genes como o GSTA (glutationa S-transferase a1), uma importante enzima na via da
eliminagdo do Bu, tém sido associadas a diferencas significativas na FC e na incidéncia de
toxicidades relacionadas a droga. Partindo desses achados, um estudo que avalie a incorporagao do
resultado genético dos diferentes polimorfismos da GSTA/ no célculo da dose de Bu parece
necessario para melhorar a personalizagdo da dose e, consequentemente, evitar tanto uma

exposi¢ao insuficiente quanto excessiva ao Bu em criangas e adolescentes.



23

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 TRANSPLANTE DE CELULAS-TRONCO HEMATOPOIETICAS

A primeira infuséo de células da medula 6ssea em humanos foi realizada em 1939 na tentativa
de melhorar as contagens de plaquetas e leucocitos em uma paciente com aplasia medular
dependente de transfusdes diérias de concentrado de hemécias (HENIG; ZUCKERMAN, 2014;
OSGOOD; RIDDLE; MATHEWS, 1939). Apbés a Segunda Guerra Mundial, pesquisadores
passaram a buscar uma forma de recuperar a aplasia medular secundéria a irradiagdo em pacientes
expostos as bombas atdmicas. Os primeiros resultados em modelo murino de transplante alogénico
de células-tronco foram publicados em 1956 por Barnes et al. (BARNES et al., 1956). De acordo
com este estudo, todas as cobaias infundidas inicialmente com celulas de leucemia linfoblastica
aguda (LLA) e na sequéncia tratadas com radioterapia de 950 rad seguida de transplante singénico
recairam, enquanto o grupo que recebeu dose maior de radioterapia (1.500 rad) ndo apresentou
nenhuma recaida, demonstrando ja a importancia de um condicionamento adequado no TCTH.
Apds diversas tentativas sem sucesso em humanos relatadas no final dos anos 1950 (THOMAS et
al., 1957), mais de 10 anos foram necessarios para que estudos de compatibilidade de HLA
(Antigeno de Histocompatibilidade Leucocitario) se tornassem disponiveis (HENIG;
ZUCKERMAN, 2014). Esses estudos viabilizaram os primeiros transplantes alogénicos, cujos
doadores foram escolhidos pela compatibilidade HLA com os receptores reportados por dois
grupos diferentes no mesmo nimero da revista Lancet em 1968 (BACH et al., 1968; GATTl etal.,
1968). A primeira grande série prospectiva de TCTH foi publicada em 1977; com 100 pacientes
com LMA ou LLA, os resultados evidenciaram sobrevida livre de evento (SLE) de 13% entre 1 e

4,5 anos pos-transplante (THOMAS et al., 1977). Desde entdo, diferentes combinacdes de
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quimioterapia associada ou ndo a modalidades variadas de radioterapia sdéo empregadas no que
passou a se identificar como regime de condicionamento. Este desempenha importantes funcées
no processo do TCTH: 1) eliminar as células neoplésicas nos casos de doengas malignas; 2) criar
espaco no microambiente da medula dssea do receptor a fim de favorecer a pega do enxerto; e 3)
suprimir a imunidade do receptor a fim de diminuir o risco de rejeicdo do enxerto. Tudo isso

tentando limitar os efeitos toxicos para os tecidos normais do hospedeiro (SADEGHI et al., 2008).

2.2 BUSSULFANO

Bussulfano (Bu, 1,4-butanodiol dimetanosulfonato, CH3SO>0[CH2]40SO,CHs, Figura 1A),
um éster de &cido sulfbnico, é um agente alquilante bifuncional de acdo independente do ciclo
celular, capaz de ligar-se a duas bases purinicas na mesma fita de ADN, entre o nitrogénio (N) 7
de uma guanina e 0 N3 de uma adenina (5'-GA-3") ou entre duas guaninas (5-GG-3") (Figura 1B),
causando o que € chamado de “intrastrand crosslink” (IWAMOTO et al., 2004). Este crosslink é
interpretado pela célula como um mismatch que, ap6s repetidas tentativas frustradas de
incorporacgdo da base complementar através de mecanismos de reparo do ADN, leva a uma quebra
da dupla fita, 0 que, por sua vez, acaba por induzir a apoptose celular (FINK; AEBI; HOWELL,
1998). Sua dependéncia da ativacdo dos mecanismos de reparagdo do ADN pode explicar, em
parte, a existéncia de dois picos de citotoxicidade do Bu, a 30 e a 50 horas apds a administracéo,
apesar de esta caracteristica ndo ser ainda suficientemente entendida (MORALES-RAMIREZ et

al., 2004).
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Figura 1. Estrutura do Bu e seus sitios de interagdo com o ADN. Representacdo da molécula de Bu (A)
e representagdo de duas fitas de ADN com duas purinas em sequéncia (GG) a esquerda e (GA) a direita
e a indicacdo dos respectivos &tomos de nitrogénio frequentemente implicados na ligacdo com o Bu (B).

Bu surgiu nos anos 1950 como a principal opcdo terapéutica contra a leucemia mieloide
crénica (LMC) (GALTON; TILL; WILTSHAW, 1958). Seu potencial mielotoxico foi
rapidamente reconhecido ap6s a ocorréncia de casos de aplasia medular grave durante
tratamento de LMC, ocasionalmente irreversiveis, associado ao seu uso em doses mais altas
(HASSAN et al., 1994). Este efeito inicialmente indesejado foi logo explorado e Bu em altas
doses passou a ser incorporado em condicionamentos pré-TCTH (ELFENBEIN et al., 1978).
Atualmente, Bu é amplamente usado; em criancas, aparece como alternativa a irradiacdo
corporal total (ICT), com sobrevida livre de evento (SLE) comparavel em pacientes com
leucemia mieloide aguda (LMA) (SISLER et al., 2009) e, com menor impacto cognitivo e no
crescimento em sobreviventes a longo prazo (BERNARD et al., 2014; SHI-XIA et al., 2010).

Bu também € utilizado nos condicionamentos para TCTH alogénico em LLA e também em
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doengas ndo malignas, como imunodeficiéncias (GUNGOR et al., 2014; PAI, S. Y. et al,,
2014). Além disso, Bu integra regimes de condicionamento usados em TCTH aut6logo para
neuroblastoma de alto risco (MA et al., 2012; MOLINA et al., 2011; SONI et al., 2014) e
linfoma de Hodgkin/n&o-Hodgkin recaido ou refratario (NIETO et al., 2012).

Bu tem moderada ligacdo as proteinas plasmaticas (30-50%) e seu metabolismo é
basicamente hepético; embora apenas 2% da droga original seja eliminada pela urina, seus
metabdlitos inativos sdo 98% excretados por esta via (HASSAN; EHRSSON, 1987;
MCCUNE; GIBBS; SLATTERY, 2000). Sua principal via de metabolizacdo é sua conjugacao
a glutationa (GSH), reacdo catalisada no citosol dos hepatdcitos pelas enzimas glutationa S-
transferases (GSTs). A isoenzima o (GSTA), mais precisamente GSTAL, € a mais frequente e
mais eficaz enzima nessa reacdo quando em sua forma de homodimero (GSTA1-1)
(CZERWINSKI; GIBBS; SLATTERY, 1996; GIBBS; CZERWINSKI; SLATTERY, 1996).
As outras isoformas, p, © e 0 (respectivamente GSTM, GSTP e GSTT), também apresentam
essa atividade, mas sdo menos eficazes. A partir do conjugado GSH-Bu, tetraidrotiofenol (THT,
C4HsS) é formado por B-eliminacdo (SCIAN; ATKINS, 2015). THT é excretado pela bile, na
qual, quatro horas apds a infusdo, quase 40% do equivalente da dose de Bu podem ser
encontrados antes de serem reabsorvidos em nivel intestinal (HASSAN; EHRSSON, 1987).
OxidacOes sequenciais dao origem ao 1-6xido de THT (C4HsSO) e ao sulfolano (CsHsS0O»),
ambos sem atividade citotoxica (CZERWINSKI et al., 1996). Devido ao estado hidrofébico do
sulfolano, uma hidroxilagdo suplementar é necessaria para facilitar sua excre¢do, dando origem
ao 3-hidroxi-sulfolano (C4H7SO2(OH)) que representa o principal metabdlito urinério do Bu
(38% da excrecdo urinaria) (HASSAN; EHRSSON, 1987; HUEZO-DIAZ et al., 2014). Vide

Figura 2.
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Figura 2. Metabolismo do Bu. Via da metabolizacdo do Bu pela conjugacdo a GSH, catalisada principalmente
pela enzima GSTA1-1.

2.3 TOXICIDADES

Bu apresenta diferentes padroes de toxicidade dependendo da dose utilizada. Quando utilizado
em baixas doses por longo periodo, como ocorria no tratamento de LMC (2-6 mg/dia), fibrose
pulmonar e aplasia medular de instalagdo e recuperagéo tardia aparecem como toxicidades mais
importantes. Descrita inicialmente em 1961 (OLINER et al., 1961), a fibrose pulmonar, uma

toxicidade grave e rara, foi de tal forma ligada ao Bu que a denominacao de “pulméo de bussulfano”
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foi utilizada para descrevé-la. Um quadro de fibrose pulmonar progressiva e potencialmente
irreversivel manifesta-se clinicamente por dispneia e tosse associadas a febre, fraqueza e perda de
peso em pacientes em uso crénico de Bu. No inicio dos anos 1980, 14 casos (incluindo duas
criangas) haviam sido descritos. Pacientes relatavam em média 50 meses de uso da droga (entre 10
meses e 10 anos) antes do diagnostico (OAKHILL et al., 1981). Atualmente sua ocorréncia €
extremamente rara, desde que o uso de Bu para LMC foi abandonado em favor da hidroxiuréia
(HEHLMANN et al., 1993) e do interferon-y (HEHLMANN et al., 1994; SILVER et al., 1999).
No cenario de TCTH, a exposi¢do prévia ao Bu é um fator de risco para o desenvolvimento de
pneumonite idiopatica (PI), caracterizada por insuficiéncia respiratdria rapidamente progressiva,
associada a lesdo pulmonar aguda, difusa e ndo infecciosa. Pl € descrita em até 8% das criangas
submetidas a TCTH (SAKAGUCHI et al., 2012).

O efeito medular do Bu depende, também, da dose utilizada. Em doses baixas, esse efeito faz-
se principalmente pela diminuicdo das unidades formadoras de col6nias de granulécitos e
macrofagos (CFU-GM) (GUEST; UETRECHT, 2000); ja em doses altas, maior sensibilidade dos
progenitores eritrocitarios (BFU-E, Burst Forming Unit — Erythroid) é observada (KUBOTA et al.,
1983). O resultado do uso de altas doses € invariavelmente uma supressdo medular profunda e
irreversivel (FRIED; KEDO; BARONE, 1977). Apesar de ser um agente com potencial
mieloablativo, Bu ndo possui propriedades imunossupressoras suficientes para ser usado
isoladamente em regimes de condicionamento para TCTH. Assim, ele é comumente associado a
outros agentes com potencial imunossupressivo, como a ciclofosfamida (Cy), outro agente
alquilante, ou, mais recentemente, a fludarabina (BARTELINK et al., 2014; SADEGHI et al.,
2008).

Bu em altas doses, em associacdo com Cy, também apresenta uma toxicidade direta contra o

endotélio. Progenitores de células endoteliais sdo encontrados com mais frequéncia na circulacao
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de ratos expostos a combinacdo BuCy, em comparacdo a controles, sugerindo um esforco
regenerativo ap6s o insulto citotdéxico. Em nivel histoldgico, sinais de sofrimento celular como
escassez de citoplasma e auséncia de organelas sdo evidentes nas células endoteliais (ZENG et al.,
2010). Compativelmente, no figado, as células endoteliais sinusoidais (CES), pobres em GSTA1
(VASSORD et al., 2008), apresentam 0s mesmos sinais de estresse das demais células endoteliais,
além de uma evidente quebra na continuidade da parede sinusoidal, associada a um infiltrado de
células inflamatdrias (QIAO et al., 2015; ZENG et al., 2010). No contexto de TCTH, de 15% a
70% dos pacientes expostos a Bu (dependendo da associacao de drogas utilizadas) apresentaréo a
liberacdo de diferentes citocinas e o recrutamento de macréfagos e neutrofilos nas regides
perivasculares hepaticas, gerando um distirbio na microcirculacdo local, com ativacdo da
coagulacdo e consequente congestdo dos sinusoides. Esses fatores, em conjunto, podem levar a
necrose do parénquima hepatico (COPPELL et al., 2010; OANCEA et al., 2013; YANNAM et
al., 2014). Este quadro é conhecido como doenca veno-oclusiva, mais corretamente denominada
de sindrome obstrutiva sinusoidal (SOS) (DELEVE; SHULMAN; MCDONALD, 2002).

SOS é uma endoflebite obliterante das veias centrolobulares hepéticas (FAN; CRAWFORD,
2014) que se manifesta clinicamente com aumento de peso, ascite, colestase e hepatomegalia
dolorosa (Tabela 1). Insultos hepéaticos como irradiacdo e certas toxinas, além de agentes

quimioterapicos estdo associados com seu aparecimento (MOHTY et al., 2016).
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Tabela 1. Critérios diagnésticos de SOS em adultos.
SOS cléssica SOS de inicio tardio
<21 dias depois do TCTH > 21 dias depois do TCTH

Critérios de SOS classica ocorrendo >21 dias
depois do TCTH

Bilirrubina >2 mg/dL E dois dos seguintes critérios:

Hepatomegalia dolorosa ou
Ganho de peso >5% Prova histoldgica de SOS
Ascite ou

Dois dos seguintes critérios:
Bilirrubina > 2mg/dL
Hepatomegalia dolorosa
Ganho de peso >5%
Ascite

E

Evidéncia hemodindmica ou
ultrassonogréfica de SOS

Critérios segundo a Sociedade Europeia de Transplante de Medula Ossea (EBMT, em inglés). Ressalta-se
que até 30% das criangas podem ndo apresentar aumento da bilirrubina e que esses critérios devem ser
utilizados com cautela. Adaptado de Mothy et al. (MOHTY et al.,, 2016). SOS: sindrome obstrutiva
sinusoidal; TCTH: transplante de células-tronco hematopoiéticas.

SOS foi descrita por Willmot et al, em 1920, como uma condicdo letal marcada por dor
abdominal importante e ascite, surgidas apds ingestao de pdo feito com trigo coletado em campos
contaminados com uma planta chamada Senecio ilicifolius ou burchelli. Curiosamente, 0s
individuos atingidos por SOS, neste caso, eram europeus pobres vivendo na Africa do Sul, para os
quais, no inicio do século XX, o péo era parte fundamental da dieta (WILLMOT FC, 1920). SOS
tem sido descrita ap6s quimioterapia em associagdo com outros agentes, como o0s derivados de
platina (ROBINSON et al., 2013) e ozogamicina (TALLMAN et al., 2013); no entanto, 0s regimes
de condicionamento usados em preparacdo para TCTH que contém Bu representam, atualmente, a

causa mais importante de SOS (COPPELL et al., 2010). Ap6s o condicionamento, SOS é
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geralmente diagnosticada nas primeiras trés semanas apds a infusdo do enxerto (MOHTY et al.,
2016). Em casos mais graves, a mortalidade pode chegar a 60-80% (COPPELL et al., 2010).
Embora frequentemente autolimitada, SOS € responsavel por comorbidades importantes, como
trombocitopenia grave, muitas vezes refrataria a transfusdo de concentrado de plaquetas;
sangramentos; dor hepatica de dificil controle; ascite massiva, a restricdo respiratdria (com
necessidade de suporte ventilatério) e, por vezes, a instalacdo de dreno peritoneal para alivio da
pressao abdominal, o que aumenta os riscos de complicacdes cirurgicas e infecciosas (COPPELL
etal., 2010). Essas condi¢des acarretam aumento no sofrimento do paciente e de sua familia, atrasos
no plano de tratamento e um aumento importante de custos.

A mucosite grave também figura entre as toxicidades frequentemente observadas apos
utilizacdo de condicionamentos que incluem Bu (47 a 97%), incidéncia comparavel a outros
regimes mieloablativos (BEN-BAROUCH et al., 2016; CHAUDHRY et al., 2016). Bu ultrapassa
facilmente a barreira hematoencefalica e atinge altos niveis no liquido cefalorraquidiano
(HASSAN et al., 1989). Assim, apresenta efeito neurotdxico, clinicamente manifestado por
convulsdes generalizadas em até 7,5% quando administrado em doses mais elevadas (1,7% em
criancas que receberam doses totais < 16 mg/Kg contra 15,4% naqueles que receberam doses
maiores) (VASSAL et al., 1990). Por essa razdo, o uso de anticonvulsivante profilatico tornou-se
pratica durante os dias de infusdo de Bu, o0 que reduziu os casos de convulsdo atribuiveis ao Bu a
0,5% em criancas. (CASELLI et al., 2014).

Insuficiéncia gonadal ocorre, a médio e longo prazo, em 30-70% dos pacientes submetidos a
TCTH apds uso de agentes alquilantes em geral (OVERBEEK et al., 2017), principalmente em
meninas. Sua frequéncia tende a ser maior com Bu (TEINTURIER et al., 1998). Impacto no
crescimento e desenvolvimento intelectual sdo também complicacdes relatadas ap6s o seu uso,

apesar de menos frequentes em comparagédo ao uso de ICT (BERNARD et al., 2014). Ademais, as
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complicagdes mais frequentes ndo decorrem especificamente da droga e estdo mais associadas as
consequéncias de aplasia prolongada, como sangramentos e infecgdes graves.

O perfil de toxicidade do Bu esté claramente ligado a dose (como sera abordado na se¢éo 2.5),
mas também aos outros agentes utilizados em associa¢do durante o condicionamento. Os chamados
condicionamentos de toxicidade reduzida — dentre os quais a associagdo com Fludarabina (BuFlu)
aparece como o0 mais frequentemente utilizado — apresentam toxicidade menor que a associagéo
com um segundo agente alquilante, como a ciclofosfamida (BuCy), implicando resultados
promissores no tratamento tanto de doengas malignas como benignas (BARTELINK et al., 2014).
Por outro lado, a associagdo de dois agentes alquilantes ao Bu foi relacionada a um aumento

significativo da sua toxicidade (BARTELINK et al., 2016).

2.4  FARMACOCINETICA DO BUSSULFANO

Bu foi inicialmente empregado em TCTH na forma oral (VO), a Unica disponivel para o uso
em pacientes com LMC (ELFENBEIN et al., 1978). Bu VO apresenta concentracdo maxima da
droga (Cmax) em média de 1,5 a 2,5 horas apds sua administracdo (MCCUNE et al., 2000). Sua
biodisponibilidade foi inicialmente verificada em estudo composto por oito adultos e oito criangas
sujeitos a extensivo estudo de FC apds doses VO. Entre os adultos, a biodisponibilidade mostrou-
se mais estavel, variando entre 71 e 103%, com apenas uma paciente com valor inferior a 50%. No
entanto, em criangas (1,4 a 6 anos), a biodisponibilidade foi claramente mais erratica, variando
entre 22 e 120% (HASSAN et al., 1994). Este achado foi posteriormente explicado pelo aumento
da conjugacdo do Bu com a GSH nos enterdcitos, cerca de 77% maior em menores de 3 anos

quando comparado a criangas mais velhas e adolescentes (GIBBS et al., 1999). Esses resultados
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foram demonstrados através de bidpsias retiradas da terceira parte do duodeno de individuos
saudaveis de 1 a 3 anos (n=6) e de 9 a 17 anos (n=9), que efetuaram endoscopia digestiva para
investigacao de esofagite secundéria a refluxo gastresofagico (GIBBS et al., 1999).

N&o obstante, existe uma variabilidade interindividuo consideravel na eliminacéo do Bu. Tanto
em adultos quanto em criancas, o coeficiente de variacdo (CV) do clearance aparente (CL/F) do
Bu chega a mais de 50%, como mostra a Tabela 2 (MCCUNE et al., 2000). Em criangas, além de
uma biodisponibilidade menor, a eliminagdo do Bu relevou-se mais acelerada. Em estudo
comparando doses equivalentes IV e VO, o clearance do Bu (CL do Bu) controlado pelo peso foi
45% mais elevado em criangas quando comparado a adultos, independentemente da via de
administracdo (HASSAN et al., 1994). Gibbs et al. (GIBBS et al., 1997) demonstrou resultado
semelhante em analise comparando 14 criangas abaixo de 4 anos com 11 adultos e adolescentes
acima de 12 anos. Neste estudo, além de o CL do Bu se mostrar duas vezes mais elevado em
criancas que em adultos (média 0,44 + 0,22 contra 0,19 + 0,05 L/h/Kg, p=0.0012), também
apresentou variabilidade maior naquela faixa etaria. A evidéncia de maior concentragdo sérica do
metabolito THT demonstra uma maior conjugacdo do Bu com a GSH, sugerindo uma atividade
aumentada de GST nas criancas em comparacao aos adultos (relacdo (AUCtHT+/AUCBu)0-6 ap0Ss a
primeira dose: 0,06 contra 0,04, respectivamente, p=0,01). A capacidade de eliminacdo, entretanto,
ndo se apresenta constante ao longo de toda a infancia. Em estudo com 135 criancas entre 0 e 16
anos, o CL/F foi maior entre 0 e 4 anos (0,41 £ 1,16 L/h/Kg), sendo 14% menor entre 5 e 8 anos
(p=0,001) e 49% menor entre 9 e 16 (p<0,001) (GIBBS et al., 1999). O declinio da eliminacéo do
Bu conforme avancga a idade independe de o CL ser expresso em relagdo ao peso total ou a area de
superficie corporal, 0 que sugere que esse declinio ndo pode ser explicado somente pela diminuigdo
da relag&o entre o tamanho do figado e o do corpo total dos individuos, reforgando a teoria de haver

diminuicdo da capacidade de metabolizagdo do Bu com o aumento da idade (MCCUNE et al.,
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2000). Esta imprevisibilidade associada a administracdo enteral faz da formulagdo IV a mais

apropriada para o uso do Bu em TCTH pediatrico, principalmente em criangas mais jovens.

Tabela 2. Resumo dos resultados dos estudos abordando CL/F do Bu VO.
Intervalo de

) .
N idade (anos) CL/F (L/h) por Kg CV % Referéncia
14 1-36 0,5+ 0,26 52.0 (GROCHOW et
25 Adultos 0,15 + 0,08 53,3 al., 1990)

8 18-6 0,31+ 0,13 41,9 (HASSAN et al.,
8 13- 60 0,22 + 0,08 36,4 1994)

10 0,5-3 0,62 + 0,24 38,7 (VASSAL et al.,
6 7,2-19,1 0,4+0,1 25,0 1989)

11 03-4 0,57 0,39 68,4 (SLATTERY et
19 13- 56 0,2+0,08 40,0 al., 1995)

3 4-4 6,6 +0,6* 9,1 (REGAZZI et al.,
9 5-14 7,3 4* 54,8 1993)

15 19-4 0,29 + 24,1 (VASSAL et al.,
10 42-14 0,26 + 38,5 1992)

CV: coeficiente de variagdo. CL/F: clearance aparente por quilo de peso. © Em Regazzi et al.
(REGAZZI et al., 1993), CL/F foi dividido pela area de superficie corporal em m?. Adaptado de
McCune et al. (MCCUNE et al., 2000).

Altamente hidrofdbico e suscetivel a hidrélise em contato com solventes a base de agua, o Bu teve
seu uso IV possivel apos associacdo de cossolventes como polietilenoglicol (PEG) 400 e N,N-
dimetilacetamida (DMA), a qual passou a garantir suas solubilidade e estabilidade
(http://www.ema.europa.eu/docs/en_GB/document_ library/EPAR_-
_Scientific_Discussion/human/000472/WC500052062.pdf). Em 1999, Bu IV foi autorizado para
uso em TCTH pela Food and Drug Administration (FDA), 6rgdo regulador dos EUA, como
Busulfex® (https://www.accessdata.fda.gov/drugsatfda_docs/label/2015/ 020954s014lbl.pdf).
Atualmente, € utilizado no Canadd e, desde 2003 teve seu wuso liberado pela

Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA) (http://www.ema.
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europa.eu/docs/en_GB/document_library/EPAR_Product_Information/human/000472/\WC50005
2066.pdf) sob o nome comercial de Bulsivex®, produto atualmente autorizado para uso
no  Brasil pela  Agéncia  Nacional de  Vigilancia  Sanitaria  (ANVISA)
(http://www.anvisa.gov.br/datavisa/fila_bula/frmVisualizarBula.asp?pNu

Transacao=12279822016&pldAnexo=3085832) desde 2011. No entanto, mesmo com a
diminuicdo da variacéo devido a biodisponibilidade com sua utilizagéo 1V, a FC do Bu mostra-se
ainda associada a grande variabilidade interindividuos. Em estudo realizado durante os primeiros
anos apo6s a entrada no mercado do Bu IV, seu CL expresso segundo o peso variou mais de trés
vezes (0,14-0,45 L/h/Kg, mediana 0,22 L/h/Kg) em 20 pacientes entre 0,8 e 14,9 anos (mediana
5,5 anos) e mostrou a mesma evidéncia de um CL maior em criangas mais jovens, como
previamente observado com Bu VO (0,27 £ 0,04 L/h/Kg em menores de 6 anos de idade contra 0,2
+ 0,04 L/h/Kg em criancas maiores, p=0.03) (TRAN et al., 2004). Atualmente, esta variabilidade
entre sujeitos (VES) é preferencialmente abordada por meio de modelos de FC populacional em
que concentracdes de Bu ao longo do tempo sdo escrutinadas mediante analise ndo linear mista, e
covariaveis como idade e peso sdo testadas como fatores de melhora da predi¢do dos parametros
individuais de FC. Dessa forma, a idade como fator de maturacdo do metabolismo do Bu parece
associar-se ao CL da droga em alguns modelos (MCCUNE et al., 2014; SAVIC et al., 2013),
enquanto outros parecem melhor explicar essa associacdo exclusivamente por meio de
representacdo alométrica do peso total ou area de superficie corporal dos pacientes (BARTELINK
etal., 2012; BOOTH etal., 2007; BUFFERY etal., 2014; LONG-BOYLEetal., 2015; NGUYEN

etal., 2004; PACletal., 2012; TRAME etal., 2011; VEAL etal., 2012) (vide se¢éo 2.8).
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2.5  INDICE TERAPEUTICO DO BUSSULFANO

A capacidade de predizer a variabilidade do Bu passou a ser crucial quando o grau de exposi¢éo
a droga mostrou associacdo importante com sua toxicidade. No caso de outras drogas também
usadas em oncologia, como a doxorrubicina, essa exposi¢do é determinada pela dose acumulada,
tendo os pacientes que receberam doses acima de 300 mg/m? um risco significativamente mais alto
de desenvolver miocardiopatia sintomética (RR 11,8, C195% 1,6 — 59,5) quando comparados
aqueles que receberam doses menores (KREMER et al., 2001). A FC do Bu, no entanto, apresenta
variabilidade importante entre diferentes individuos tratados com doses equivalentes, que podem
apresentar diferentes niveis de exposicdo a droga (MCCUNE et al., 2000) e, consequentemente,
riscos diferentes de complicagdo. Mediantes estudo da FC individual, obtém-se parametros mais
confidveis de expressao da exposi¢do ao Bu, como a concentracdo de steady-state (Css) e a area
do gréfico de distribuicdo das concentracdes aferidas ao longo do tempo ap6s a infusdo, conhecida
como area sob a curva (AUC, area under the curve, em inglés) (VASSAL et al., 1992).

O Bu é reconhecido como tendo um indice terapéutico estreito, e diferentes medidas de AUC
ou Css mostraram-se associadas a diferentes desfechos clinicos (importante mencionar que a
relacdo entre AUC e Css respeita a formula AUC = Css x 1, onde 1 ¢ o intervalo de tempo entre as
doses). Estudos realizados majoritariamente em adultos revelaram que uma maior exposi¢éo ao Bu
esta relacionada a um aumento das toxicidades associadas a droga, como a SOS (COPELAN et al.,
2001; DIX etal., 1996; GROCHOW, 1993; MCCUNE et al., 2000; SLATTERY et al., 1995).
Entretanto, a SOS é claramente associada ao potencial hepatotoxico do Bu, sendo este
compartilhado por outras drogas usadas em associacdo em TCTH. Fato que, associado a
heterogeneidade dos estudos disponiveis, demanda cautela na interpretacdo dos seus resultados

(MCCUNE et al., 2000).
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A ciclofosfamida (Cy), um agente alquilante derivado da mostarda nitrogenada,
frequentemente usada em conjunto com Bu, também é associada a toxicidade hepatica,
principalmente em nivel das CES (DELEVE, 1996). Em estudo prospectivo composto por 147
adultos que receberam ICT e Cy 120mg/m? como condicionamento, 38% dos pacientes
desenvolveram SOS, e a AUC do metabdlito da Cy, mostarda de o-carboxetil-fosforamida,
revelou-se significativamente aumentada em pacientes com diagnostico de SOS grave ou moderada
(569 £ 332 uM.h, p=0,0002) e SOS leve (440 + 124 uM.h, p=0,01) quando comparados aos
pacientes que ndo desenvolveram SOS (369 + 126 uM.h) (MCDONALD et al., 2003). Por outro
lado, quando analisados os regimes de condicionamento reconhecidamente associados a menor
hepatotoxicidade, como BuFlu, no quais a incidéncia de SOS é rara (0 a 3%) (BARTELINK et al.,
2014; PIDALA et al., 2010), a SOS, frequentemente de inicio mais tardio quando presente,
também esta associada ao grau de exposi¢cdo ao Bu, demonstrando um efeito independente desta
droga (PAI, R. K. et al., 2012; PERKINS et al., 2012).

Em adultos que receberam Bu IV (3,2mg/Kg/dia q24h x 4 dias) e Flu (50mg/m?/dia x 5 dias)
antes de TCTH alogénico e que foram objeto de estudo de FC do Bu obtido ap6s infusdo da terceira
dose, uma AUCo-. > 6.000 pM.min esteve significativamente associada a menor sobrevida global
(SG) a 3 anos pdés-TCTH (14%, contra 59%) e sobrevida livre de progressdo (SLP) (16% contra
58%), independentemente de outros fatores potenciais de confusdo. Esse resultado pode ser em
grande parte explicado pela maior mortalidade nédo relacionada a recaida (MNR) no primeiro ano
nos pacientes com AUC > 6.000 uM.min (38% contra 14%). A presenga de DECH néo esteve
associada com a AUC (GEDDES et al., 2008).

Apesar da incidéncia de DECH ndo mostrar relagdo com o grau de exposicao ao Bu no estudo
acima, Andersson et al. (ANDERSSON et al., 2002) ja haviam demonstrado anteriormente que

AUCen mais altas nos pacientes adultos submetidos a TCTH por LMC apds condicionamento tipo
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BuCy2 estavam relacionadas com aumento na incidéncia de DECHa (p<0,01), toxicidade
gastrointestinal (p=0,01) e hepética (p<0,01), além de diminuicdo da SG (p=0,04). Uma AUCsn
alvo entre 950 ¢ 1.520 uM.min foi proposta por associar-se, neste estudo, a melhor sobrevida e
menor toxicidade relacionada ao TCTH. Apesar da presenca de uma tendéncia de associacéo, a
presenca de mucosite mais grave (grau Il - IV) ndo foi dependente do grau de exposi¢do ao Bu em
ambos os estudos mencionados.

Enguanto a associacdo entre hiperexposicdo a droga e toxicidades parece clara, ha fortes
evidéncias que apontam igualmente para resultados inferiores entre pacientes subexpostos ao Bu.
Stattely et al. (SLATTERY et al., 1997), nos anos 1990, mostraram que pacientes adultos com
LMC tratados com TCTH alogénico aparentado apds BuCy2 apresentaram 38% de recaida quando
expostos a uma AUCeh menor que 1.339 uM.min (Css = 916 ng/mL), a mediana da coorte estudada.
Pacientes acima desse cut-off ndo apresentaram, no entanto, maior toxicidade (em comparacao ao
grupo de menor exposicao); além disso, nenhum paciente apresentou recaida da doenca da base
durante trés anos apés TCTH.

Além de associar-se a uma eliminacéo insuficiente das células neopléasicas, a subexposi¢do ao
Bu parece ser insuficiente também na eliminacdo das células hematopoiéticas do receptor,
aumentando o risco de falha de pega do enxerto ou rejei¢cdo das células infundidas. Em estudo que
incluiu adultos e criancas, oito de 18 pacientes com Css inferior a 600ng/mL (equivalente a uma
AUCeh de 877 uM.min) tiveram rejeigcdo do transplante, contra apenas 1 de 23 pacientes com Css
> 600 ng/mL (MCCUNE et al., 2000; SLATTERY etal., 1995).

Em criancas, a definicdo da melhor faixa terapéutica € menos evidente. Com relagéo ao risco
de rejeicdo, McCune et al. (MCCUNE et al., 2002), baseados em resultados obtidos em 50 criancas
tratadas com BuCy4 e TCTH, mostraram que a probabilidade de rejeicdo era de 55% quando a Css

das duas primeiras doses era inferior a 200 ng/mL; sendo inferior a 12% quando a mesma Css era
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> 600 ng/mL. Em outro estudo, Bolinger et al. (BOLINGER et al., 2001) observaram que
reconstituicdo autdloga e rejeicdo eram significativamente mais frequentes em pacientes com Css
< 600 ng/mL (p=0,02). Curiosamente, Ansari et al. (ANSARI et al., 2014), em investigagédo
incluindo 75 criancas, a maioria delas tratada com BuCy4 (89%), mostrou uma associacao entre
Css da primeira dose de Bu > 600 ng/mL e uma maior incidéncia de MNR (p < 0,001) e DECHa
grau 2-4 (p = 0,04), o que se refletia em menor sobrevida livre de evento (SLE) e SG (p < 0,001 e
p = 0,001, respectivamente), sem diferenca, entretanto, na incidéncia de falha de pega ou rejeigéo.
Esta publicacdo sugere que pacientes que tenham uma Css < 600 ng/mL depois da primeira dose
teriam maior capacidade de metabolizacdo do Bu e, portanto, menor risco de toxicidades
relacionadas a droga. Deve-se ressaltar que, neste ultimo estudo, a dose de Bu foi ajustada de
acordo com a Css da primeira dose, de maneira que a dose cumulativa de Bu recebida se encontrava
dentro do valor alvo para a grande maioria dos pacientes.

Mais recentemente, Bartelink et al. (BARTELINK et al., 2016), em estudo multicéntrico
realizado em 449 pacientes com mediana de idade de 4,5 anos (entre 0,1 e 30 anos), abordou a
adequacdo a esse grupo etario da faixa terapéutica do Bu considerada “historica” pelos autores, ou
seja, Css entre 600 ng/mL e 900 ng/mL ou o equivalente a uma AUCeh de 900 a 1.350 pM.min
(MCCUNE et al., 2000). Em analise retrospectiva, validada em outros 225 pacientes, uma nova
faixa de valores associada a uma maior SLE foi proposta: Css entre 817 e 1.050 ng/mL (AUCsn
entre 1.225 e 1.575 pM.min) (Figura 3). Uma AUC acumulada (16 doses) equivalente a uma
AUCsh inferior a 1.225 uM.min foi relacionada a aumento de falha de pega e a recaida da doenga
de base (HR=0,57, p=0,004), enquanto a exposi¢do excessiva, aqui considerada como AUC
acumulada equivalente a AUCen acima de 1.575 pM.min, esteve associada a maior MNR
(HR=2,99, p<0,001). Com base nestes novos limites considerados “6timos”, AUCs elevadas

estiveram relacionadas com aumento de toxicidades agudas (HR=1,69, p=0,013), assim como a
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associacdo de mais dois agentes alquilantes no regime de condicionamento (HR=1,69, p<0.01).
Ressalte-se, porém, que as AUCs para estas andlises foram calculadas segundo modelos nédo
lineares de efeitos mistos (NONMEM) baseados em trés estudos de FC populacional previamente
publicados (BARTELINK et al., 2012; LONG-BOYLE et al., 2015; SAVIC et al., 2013), e que
esse metodo de célculo apresentou AUCs 9% maiores que aquelas obtidas pelo método mais

comumente utilizado, AUCo.-. medida por anélise ndo compartimental (BARTELINK et al., 2016).
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Figura 3. Gréfico de Kaplan-Mayer da SLE segundo a AUC acumulada. SLE: sobrevida livre de eventos
(EFS, em inglés). Duas faixas terapéuticas foram analisadas: a faixa considerada “historica” (58 — 86
mg*hr/L, equivalente a 900 — 1.350 pM.min), e a “4tima”, proposta por Bartelink et al. (78 — 101
mg*hr/L, equivalente a 1.225 — 1.575 pM.min) (BARTELINK et al., 2016). Como mostra a figura, a
nova faixa proposta esteve associada a uma melhor SLE (HR=0,66, p=0.024).



41

Apesar do seu estreito indice terapéutico, o ajuste de dose baseado no estudo dos parametros
de FC ao longo do tratamento ndo € amplamente empregado, sendo sugerido preferencialmente no
caso de pacientes que recebem Bu em altas doses (dose total acumulada >8 mg/Kg), principalmente
em associacdo com Cy (PALMER et al., 2016). O uso da entdo chamada monitorizacdo de dose
terapéutica (MDT) do Bu demonstrou aumento da incidéncia de pega do enxerto em criangas
(BOLINGER et al., 2001) e diminuicdo de toxicidade relacionada ao tratamento em adultos
(ANDERSSON et al., 2017; GROCHOW, 1993; MCCUNE et al., 2000; PIDALA et al., 2010),
porém a heterogeneidade das doencas de base e dos condicionamentos utilizados nesses estudos
torna dificil a indicagdo generalizada de MDT (PALMER et al., 2016). No entanto, principalmente
em um grupo de alta variabilidade de FC como o pediéatrico, os fatores abordados no presente
documento fazem da utilizacdo de MDT do Bu uma préatica adequada e recomendada para o

acompanhamento dessa droga crucial no regime de condicionamento para TCTH.

26 FARMACOGENETICA / FARMACOGENOMICA

Enquanto o estudo do efeito de drogas em funcdo de variagdes do DNA e/ou do RNA ¢é
chamado de farmacogenémica (PGx, do inglés), o impacto na farmacocinética e/ou
farmacodindmica de drogas associado a um s6 gene é matéria de interesse da farmacogenética (PG,
do inglés). Ambas as denominagBes se baseiam em um conceito ndo tdo recente de terapia
personalizada: ha registros de que esteve presente em medicinas tradicionais antigas, como a
chinesa, a ayurvédica, a tibetana etc, visando a adaptagdo do tratamento a caracteristicas individuais
dos pacientes (BURT; DHILLON, 2013). Na medicina moderna, com o advento do que

conhecemos hoje como genética, apos a descricdo do DNA por James Watson e Francis Crick em
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1953 (WATSON; CRICK, 1953), essas caracteristicas pessoais passaram a ser descritas como
variagfes genéticas. Um artigo classico publicado por Arno G. Motulsky no Journal of the
American Medical Association (JAMA) em 1957 sugeria que “reagdes de sensibilidade a certas
drogas (...) poderiam ser causadas por mecanismos (genéticos) semelhantes” (GURWITZ;
MOTULSKY, 2007; MOTULSKY, 1957). Motulsky descreveu duas reacOes adversas a
medicamentos que poderiam ser explicadas por deficiéncias de enzimas causadas por mutacGes
genéticas: anemia hemolitica causada por certas drogas em pacientes deficientes de glicose-6-
fostato desidrogenase (G6PD), assim como apneia prolongada ap6s uso de succinilcolina em
anestesia, associada a deficiéncia de pseudocolinesterase foram descritas neste artigo. No entanto,
somente em 1968 a primeira evidéncia do papel da carga genética da resposta a um medicamento
seria descrita por Vessel et al. (VESELL; PAGE, 1968) quando diferencas de FC de dicumarol,
um anticoagulante oral e precursor da varfarina, foram evidenciadas em um estudo em gémeos
mono e dizigéticos. Com o avan¢o do sequenciamento gendmico, diversas variacdes genéticas tém
sido identificadas como preditoras de resposta a diferentes drogas. Atualmente, a FDA
disponibiliza uma lista de mais de 200 medicamentos cujas bulas contém recomendacdes baseadas
em informacdes de PG elou PGx
(https://www.fda.gov/drugs/scienceresearch/researchareas/pharmacogenetics/ucm083378.htm).

Também estdo disponiveis recomendacfes sobre a introducdo dos dados de PG/PGx no
desenvolvimento de novos medicamentos e a inclusdo desses dados em ensaios clinicos precoces
de fase | e Il (BURT; DHILLON, 2013) no intuito comum de melhorar a eficacia e diminuir a

incidéncia de toxicidades relacionadas a droga.



43

2.7  VARIANTES GENETICAS DE GSTs

Como exposto acima, a GST é importante na catalisacdo da conjugacdo do Bu a GSH, sendo
esta a principal via de metabolizacdo da droga. A familia das GSTs citosélicas em humanos é
composta pelas classes a (GSTA), 1 (GSTM), n (GSTP) ¢ 0 (GSTT) e séo expressas principalmente
em hepatdcitos, apesar de também apresentarem expressdo em enterocitos, no intestino delgado
(GIBBS; YANG; SLATTERY, 1998) Entre as enzimas da superfamilia de GSTs, 0s genes de
GSTAL, GSTM1, GSTP1 e GSTT1 sdo altamente polimoérficos e tém sido associados a niveis
diferentes de atividade ou expresséo da enzima (ANSARI et al., 2017; BREDSCHNEIDER et al.,
2002; MOYER et al., 2007; MOYER et al., 2008).

GSTM1 e GSTT1 apresentam delecdes frequentes associadas a extingdo completa da transcri¢ao
proteica (MOYER et al., 2007). A variante genética mais frequente de GSTP1 é um polimorfismo
de nucleotideo Unico (ou single nucleotide variant, SNV, em inglés) ndo sinbnimo que envolve a
regido funcional da molécula, alterando sua especificidade, o que, consequentemente, afeta seu
nivel de atividade (MOYER et al., 2008). Detalhes sobre os polimorfismos de GSTM1, GSTM1 e

GSTP1, assim como suas frequéncias alélicas, estdo resumidos na Tabela 3.

Tabela 3. Polimorfismos mais frequentes dos genes GSTP1, GSTM1 e GSTT1.

. . Frequéncia alélica .
Gene Variante genética Fenotipo
AA CA HCA MA

22% da atividade

0, 0 0, 0
GSTP1 B13G>A (pllel0SVal)  43% 3% 12% 21 oS
GSTM1 Null 519 71% 78% 66 usenciade
transcrito
GSTT1 Null 49% 34% T4% eeve  Lusenciade
transcrito

Frequéncias em populacfes de ascendéncia africana (AA), caucasiana (CA), asidtica (HCA) e hispanica
(MA) e associagdes fenotipicas encontradas (MOYER et al., 2007; MOYER et al., 2008).
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A GSTAL é a enzima mais importante da superfamilia das GSTs, encontrada em alta
concentracdo em hepatocitos (até 5% do total de proteinas sollveis) (GIBBS et al., 1998). Néo
obstante, quando na sua forma de homodimero (GSTAL1-1), apresenta também maior afinidade ao
Bu em comparacdo as outras formas de GSTs (GSTM1-1, e GSTP1-1 tem, respectivamente, 46%
e 18% da atividade de GSTA1-1 por miligrama de proteina) (CZERWINSKI et al., 1996). A
expressdo de seu gene (GSTAL), porém, apresenta niveis dependentes de polimorfismos pontuais,
que ocorrem na regido promotora do gene (nucleotideos -1142 a -69) e que se tém mostrado mais

bem representados por haplétipos, como exposto na Tabela 4.

Tabela 4. SNVs que comp8em os haplétipos do gene GSTAL.
Haplétipo -69 (C>T) -513 (A>G) -631 (T>G) -1142(C>G) MAF Pcts.

*Al C A T Cc 38% 63%
*A2 C A G Cc 24% 40%
*A3 C A T G 0,3% 1%
*Bla T A G G 30% 53%
*Blb T G G G 3% 7%
*B2 T A G Cc 4% 9%

Frequéncias de alelo menor (MAF, em inglés) dos haplétipos de GSTAL em populagdo de 138 pacientes de
maioria caucasiana (73%). O percentual de pacientes portadores dos respectivos haplétipos também foi
expresso (Pcts) (ANSARI et al., 2017). SNVSs: variantes de nucleotideos Unicos.

Responsaveis quase que exclusivamente pela eliminacdo do Bu, os genes GSTAL, GSTM1,
GSTP1 e GSTTL1 tiveram suas variantes analisadas por varios grupos na tentativa de associar 0s

diferentes niveis de atividade/expressdo de seus produtos a conhecida variabilidade da FC da droga
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e, consequentemente, aos desfechos clinicos em pacientes que receberam altas doses de Bu em

contexto de TCTH. A Tabela 5 resume os principais achados desses estudos.
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Tabela 5. Sumario dos achados clinicos e de FC associados a SNV dos genes das GSTs.

Referéncia N ilggfjrevgﬁodsg Condicionamento Genes testados Achados clinicos Achados de FC
(TEN GSTAL x
SNk s mow SR e Ns
al., 2012) 0 GSTM1
GSTAl
("Ez'élezt)a"* 24 09-181 70,8% BUFIU GSTML NS NS
GSTT1
GSTP1 313A>G em
GSTAL homozigose = Cmax 15%
menor gque heterozigotos
(ELHASID g 4-16 100%Bu(VO)Cy2 oSTPl NS
etal., 2010) y GSTM1
" GSTTI GSTAL*A/*B = Cmax 25-30%
menor que GSTA1*A/*A ou
*B/*B
GSTAl
(ZWAVELI 40% Bu g6h GSTPL GSTM1-null=RR 1,7
NG etal., 77 0,2-23 60% Bu a24h GSTM1 ara SOS NS
2008) oBug GSTT1 P
GSTAL GSTAL1*A = maior AUCs (alelo
GSTP1 dominante)
- ,7% Bu
gt(;:\"zzltl)) 66 16— 58 39,7% BuCy2 GSTM1 NA
B GSTT1 GSTM1/ GSTT1 double null =
menor CL Bu
GSTA1*B/*B e
GSTA1*B1b/*B1b maior * .
(ANSARI GSTA1 chance de SO_S (HR10e GSTA(‘;IE'IAOZ drg?rllci)r:acnlfsrance
69 0,1-19,9 89,9% BuCy4 GSTP1 5,6, respectivamente).
etal., 2013) GSTM1

GSTM1-null chance 4x GSTM1-null menor clearance

maior de DECHa



47

Referéncia N ;3;32’?;201? Condicionamento Genes testados Achados clinicos Achados de FC
(ANSARI etal., B 0 £ s Thi GSTAL GSTM1-null = 5x mais GSTAL*A maior clearance
2016) 44 15-17 100% BuCy" £Thiotepa GSTM1 chance de DECHa (alelo dominante)
GSTA1*A/*B menor clearance
(YIN etal., GSTAL (alelo dominante)
2015) 25 13-61 100% Ara-C + BuCyf GSTP1 NS
GSTP1 313G menor clearance
(alelo dominante)
CL/FBu11%¢e 18%
diminuido se presenca de 1 ou
*
(BREMER et odlon GSTM1-null associado a 2akelos SSTALS
al., 2015) 114 16 — 65 100% Bu(VO)Cy2 GSTP1 aumento da mortalidade nos P
GSTT1 30 dias pos-TCTH Css 60% maior entre pacientes
GSTA1*B/*B e
GSTT1/GSTM1 double-null
(SRIVASTAVA 0 GSTM1 GSTM1-null 3x mais chance i
etal., 2004) 114 2-16 100% Bu(VO)Cy4 GSTT1 de SOS GSTM1-null menor CL/F Bu
GSTAL
(CHOl et al., 0 GSTM1 GSTA1*B = CL Bu 15%
2015) 36 18 - 64 42% BuCy2 GSTPL NS menor
GSTT1
(JOHNSONet o o1 1o 569 BuCv odion \A GSTAL*B ou /*B/*B = CL Bu
al., 2008) ' ' y 30% menor
GSTP1
(KaLIJS'Z“(')\gS 12 20-60 50%Bu(VO)Cy?2 GSTAL NA GSTAL*B CL/F menor
(KIM, 1. et al., B 100% BuCy2 (VO e GSTA1*B 2,7x mais chance
2007) 61 17 -52 V) GSTAL de DECHa NA
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GSTs: glutationa S-transferases. Bu: bussulfano; Cy2: ciclofosfamida 60mg/Kg/dia por dois dias consecutivos, por um total de 120mg/Kg; Cy4:
ciclofosfamida 50mg/Kg/dia por quatro dias consecutivos, por um total de 200mg/Kg; fem Ansari et al. a dose total de ciclofosfamida variou de 160 a
200mg/Kg; T em Yin et al. a dose de ciclofosfamida foi de 1,8g/m?/dia em doi dias consecutivos; NMA: regime ndo mieloablativo; 1V: intravenoso; VO:
via oral; CL: clearance do Bu; CL/F: clearance aparente oral do Bu; Cmax: concentracdo maxima do Bu; Css: concentragdo de steady-state do Bu; DECHa:
doenca aguda do enxerto contra o hospedeiro; GSTM1-null: delecdo dos dois alelos do respectivo gene; GSTT1/GSTM double-null: delecdo dos dois alelos
de ambos os respectivos genes.
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Apesar da heterogeneidade dos genes estudados, da faixa etéria dos pacientes e dos
condicionamentos usados, € quase constante a associacdo entre presenca de alelo GSTAL -69T,
variacdo caracteristica dos hapl6tipos *B, e uma diminuicdo da metabolizacdo do Bu. Ademais,
algumas publicagdes indicam que essa associacdo tem um efeito de dose referente ao nimero de
alelos variantes presentes (ANSARI et al., 2013; YIN et al., 2015). No entanto, pelo menos trés
diferentes hapldtipos contendo -69T foram descritos como associados a diferentes niveis de
expressdo de GSTAL (ANSARI et al., 2017) (Figura 4). A combinacdo -69T / -513G (haplétipo
*B1b) apresentou niveis de expressdo de GSTAL extremamente baixos in vitro, o que, in vivo,
relaciona-se a CL do Bu mais lentos, comparaveis a homozigotos *B/*B (ANSARI et al., 2017).
Baseado nos testes in vitro, apoiados pelos dados de FC do Bu, uma classificagdo em quatro grupos
de haplotipos distintos foi proposta, como detalhado na Figura 5. Corroborando a relagéo entre FC
do Bu e sua toxicidade, pacientes identificados como pertencendo ao grupo 4, ou seja, homozigotos
*B/*B ou heterozigotos *B1b, foram classificados como estando sujeitos a um risco aumentado de
toxicidades relacionadas ao tratamento (HR 4,6, 1C95% 2,1 — 10, p<0,001), particularmente SOS
(HR 7,1, 1IC95% 2,5 — 20,4, p<0.001), quando comparados aos demais grupos. Pacientes do grupo
4 também apresentaram pior SG quando comparados aos do grupo 1, estes Gltimos identificados
como metabolizadores rapidos do Bu (50% contra 100% em 5 anos, p=0,02) (ANSARI et al.,

2017).
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Figura 4. Potencial de transcricdo dos diferentes haplétipos de GSTAL. Resultados expressos em
unidades de luciferase em estudo in vitro utilizando células humanas de hepatoblastoma (HepG2)
transfectadas com plasmideos contendo variantes de GSTAL (ANSARI et al., 2017).
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Figura 5. Composigdo dos grupos de hapldtipos de GSTAL. Grupos nomeados de 1 a 4 conforme
proposicao de Ansari et al.(ANSARI et al., 2017). O grupo é o resultado da interseccéo entre a coluna (alelo
1) e a linha (alelo 2), ambos referentes aos dois alelos detectados em cada individuo.
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2.8  MODELOS DE PREDICAO DE DOSE

Devido a variabilidade interindividuo e ao estreito indice terapéutico do Bu, a maneira
recomendada pelos 6rgdos de regulacdo como a FDA para o estudo da sua FC é a anélise de FC de
populagéo, na tentativa de identificar subgrupos de pacientes em cujas diferencas significativas na
distribuicio ou eliminagdo da droga possam afetar sua seguranca e eficacia
(https://www.fda.gov/downloads/drugs/guidances/UCMO072137.pdf). Esta analise é baseada em
dados esparsos de concentracdo-tempo obtidos de individuos de uma determinada populacéo alvo
que receberam Bu em um contexto de TCTH. Por meio de modelizacdo néo linear de efeitos mistos,
a variabilidade entressujeitos (VES) e a variabilidade entreocasides (VEQO) ou intrassujeitos dos
dados podem ser determinadas. Fatores como peso, idade e mesmo fatores genéticos possivelmente
associados a VES podem posteriormente ser identificados em andlise suplementar, o que possibilita
a geracdo de parametros especificos para certos grupos de pacientes (WHITING; KELMAN;
GREVEL, 1986).

Atualmente, as duas mais importantes agéncias reguladores de medicamentos, a FDA e a EMA,
baseiam suas recomendacdes de uso do Bu em criangas em estudos de FC de populacgéo publicados
em meados dos anos 2000, ambos, por sua vez, baseados em 24 pacientes pediatricos menores de
16 anos (BOOTH et al., 2007; NGUYEN et al., 2004). O desempenho de tais modelos em predizer
doses que incluam os pacientes dentro do indice terapéutico (considerado aqui uma AUCen 900 a
1.500 uM.min) j& se revelou baixo (24%) (MCCUNE et al., 2000) e desde entdo diversos guidelines
de uso do Bu em pediatria foram sugeridos (ANSARI et al., 2013; BARTELINK et al., 2012;
BOOTH etal., 2007; BUFFERY etal., 2014; LONG-BOYLE etal., 2015; MCCUNE et al., 2014,
NGUYEN et al., 2004; PACI et al., 2012; SAVIC et al., 2013; TRAME et al., 2011; VEAL et

al., 2012; WALL et al.,, 2010; ZWAVELING et al., 2008). Esses guidelines, recentemente
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revisados, revelaram diferengas importantes da variabilidade final dos diferentes modelos (ZAO et
al., 2015).

A maioria dos guidelines disponiveis para 0 uso do Bu em pediatria sdo baseadas em modelos
de FC de populagéo. Esses, na sua maioria, séo modelos de um compartimento com excrecao de
primeira ordem, onde os parametros de FC aparecem frequentemente como funcdo do peso
corporal total (PCT) elevado a um coeficiente alométrico tedrico (0,75 para CL e 1 para V) ou
empirico (estimado pelo modelo). Alometria € um interessante conceito, segundo o qual os
processos metabolicos ndo aumentam de forma linear conforme o aumento de tamanho dos seres,
mas sim respeitando um exponencial que, através das espécies, tende a ser constante. West et al.
(WEST; BROWN; ENQUIST, 1999) postulam que a poténcia de % ou 0,75 pode ser explicada por
razGes geomeétricas e que esta seria a relacdo capaz de otimizar a capacidade metabdlica de
organismos, mesmo unicelulares, favorecendo sua adaptabilidade e consequente subsisténcia.
Baseados no argumento de que este coeficiente alométrico ndo se mantém ao longo do
desenvolvimento, mas sim depende do grau de maturacdo de vias de metabolismo (CALVIER et
al., 2017), alguns modelos estimaram seus coeficientes de forma empirica. Alguns autores
estabeleceram um coeficiente alométrico Unico para toda a coorte (BOOTH et al., 2007,
ZWAVELING et al., 2008), enquanto outros determinaram diferentes coeficientes em funcdo do
PCT, os quais se mostraram maiores que o coeficiente tedrico nos pacientes menores
(BARTELINK et al., 2012; PACI et al.,, 2012). As caracteristicas dos modelos atualmente

disponiveis podem ser vistas na Tabela 6.



Tabela 6. Resumo dos modelos de FC de populagdo do Bu disponiveis em pediatria..
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Faixa etaria

Referéncia N (anos) Via 1 (h) Modelo de base Estimativas Covariaveis
Um compartimento com _
(LONG-BOYLE 20 0,1-24 \Y; 6 coeficiente alométrico Clazg __4’32 L/ PCT e idade
etal., 2015) . Vg = 15,7 L
tedrico
1.481 R . CLGZKg NEM = 11,4 L/h
MocUNER ECT oo, e Clmemeson o VECGedol
al., 2014) disponivel em : ’ 24 te6rico Qe2kg NFM=135,2 L/h size & Tmat
133) V259Kg NFM:29,9 L
Um compartimento com _ .
(SAVIC etal., 149 0,1-3,3 \Y 6 coeficiente alométrico Clexg=2,3 L/h PCT, idade,
2013) teérICO V8Kg—6,4 L Matmag e Kmat
Dois compartimentos com CLis3kg=3,47 L/hg
(BARTELINK i coeficiente alométrico V1i53kg=11,1 L .
etal., 2012) 245 0,1-26 v 6,12,24 empirico varidvel em funcéo Q15:3kg=0,5 L/h PCT e idade
do PCT (1,2a0,55) V2153Kg=76,8 L
Dois compartimentos com
dois coeficientes alométricos
(PACl etal., ) « : CLokg=2.18 L/h
2012) 115 0-12,3 v 6 em funcéo do PCT: 1,25 se Vokg=6.62 L PCT

PCT<9Kg e 0,76 se PCT
>9Kg
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Faixa etaria

Referéncia N (anos) Via 1 (h) Modelo de base Estimativas Covariates
Modelo baseado na ASC:
Dois modelos de dois CL=4,2 L/h/m?
compartimentos: 1) baseado V=18,4 L/Kg
(TRAz'g'lEl)et al., 94 04188  46%IV O %8)) na ASC e 2) baseado no PCT ou ASC
PCT elevado ao coeficiente ~ Modelo baseado no PCT:
alométrico tedrico CL11,0kg=4,88 L/h
Vllngg:21,8 L
Um compartimento com
(BOOTH et al., i coeficiente alométrico CL2okg=4,04 L/h
2007) 24 0,25-16,7 v 6 empirico (0,742 parao CL e Vaokg=12,8 L PCT
0,843 parao V)
Um compartimento com
coeficiente alométrico _
(Njuz\ggl':') et 24 0,45-16,7 v 6 empirico para o V (0,85); C\L;Z’g'(g:ijg LL/ h PCT
. funcéo log-linear do PCT 22.9Kg= 2
parao CL.
Um compartimento com _
(VEAL etal, 63 07-131  60% IV 6 coeficiente alométrico Cliskg=13,1 L/h PCT
2012) . V13kg=9,8 L
tedrico
Um compartimento com
(ZWAVELING i coeficiente alométrico ClLigkg=4,8 L/h
et al., 2008) " 0.2-23 v 6,24 empirico (0,84 parao CL e Vigkg=15 L PCT

0,98 para o V)

T: intervalo entre doses; I1V: intravenoso; VO: via oral; CL: clearance; V ou V1: Volume de distribuicéo central; Q: clearance intercompartimental; VV2: Volume
de distribuicdo no segundo compartimento; PCT: Peso corporal total; ASC: area de superficie corporal; Fsize € Fma: fatores variaveis de tamanho e maturacao,
respectivamente, ambos derivados do modelo de McCune et al. (MCCUNE et al.); Matmag € Kma: magnitude de maturagdo (fixo em 0,46) e constante de
maturacgdo (1,4/ano), ambos fatores derivados do modelo de Savic et al. (SAVIC et al.).
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Em outra tentativa de levar em consideracdo a maturagdo do metabolismo do Bu nos modelos
de predicdo, alguns autores incluiram fatores de maturacdo baseados na idade dos pacientes. Savic
etal. (SAVIC etal., 2013), por exemplo, em modelo incluindo criangas abaixo de 12 Kg, derivaram
de seus dados um fator de magnitude de maturacdo (Magmat) € uma constante de maturagdo (Kmat),

ambos afetando o efeito da idade sobre o CL, como mostra a equagao:

8Kg>

CL=23L/, x Magme + (1 = Magyg,) x [1 — e-idade xknadl]) x (

A abordagem utilizada por McCune et al. (MCCUNE et al., 2014) foi de derivar dos dados
coletados de criancas e adultos o que chamou de TM50, ou seja, a idade p6s-menstrual (IPM, idade
cronoldgica acrescida das 40 semanas de gestacao), em que a capacidade de metabolizacdo do Bu
atingia 50% dos niveis adultos, o que se revelou como sendo 46 semanas. Um fator de maturacao,
Fmat, foi determinado como fungéo sigmoide Emax da IPM, conforme a equagéo seguinte, na qual o

coeficiente de Hill para maturacdo encontrado foi de 2,3 (MCCUNE et al., 2014).

1
Finat = —Hill

1+ (7a7s0)

McCune et al. também incluiram a composicao corporal em seu modelo, demonstrando que,
ao invés do PCT, a variacdo da concentracdo de Bu era mais bem explicada pela massa magra
acrescida de uma fragdo pardmetro-dependente da massa adiposa implicada no metabolismo e na

distribuicdo do Bu, ou seja, 51% para o clearance e 20% para o volume de distribuicdo. O resultado,
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chamado massa adiposa normal (NFM, normal fat mass), normalizado por coeficiente alométrico
tedrico de 0,75, foi entdo incorporado no modelo como fator “Tamanho” (Fsiz), juntamente com
Fmat na estimativa de CL do Bu (MCCUNE et al., 2014).

Apesar de dados consistentes apontarem SNVs do gene GSTAL como um preditor do CL do
Bu, fato recentemente revisado por Huezo-Diaz et al. (HUEZO-DIAZ et al., 2014), apenas
recentemente esta informacgéo foi incorporada com sucesso a um modelo de FC de populagéo. Choi
et al. (CHOI et al., 2015) reportaram em adultos um CL do Bu 15% menor em pacientes
heterozigotos para GSTAL -69T (hapl6tipo *B), em comparacdo aos pacientes homozigotos -69C
(hapldtipos *A). No entanto, devido a raridade dos haplétipos *B na populacéo asiatica (YIN et al.,
2015), nenhum paciente homozigoto *B foi incluido neste modelo, o que limita sua aplicabilidade
em uma populacdo majoritariamente caucasiana, de cujos sujeitos 12 a 52% ja foram descritos
como homozigotos *B (ANSARI et al., 2017; ANSARI et al., 2013; ZWAVELING et al., 2008).

Em uma coorte de 77 criangas e adolescentes (mediana de idade de 5 anos, entre 0,2 e 23 anos)
e 71% de caucasianos, Zwaveling et al. (ZWAVELING et al., 2008) falharam na tentativa de
incorporar em um modelo de FC de populacdo SNVs ndo somente do gene GSTAL, mas também
de GSTM1, GSTP1 e GSTT1. Nesta populacdo, apenas peso mostrou-se associado aos parametros
de FC do Bu, mesmo quando idade, BSA e doenca de base foram incluidos no modelo, além dos
polimorfismos dos genes das GSTs. No que se refere especificamente aos polimorfismos de
GSTAL, apenas o locus -69C/T, como em Choi et al. (CHOI et al., 2015), foi considerado na analise,
0 que ndo traduz a melhor classificagdo em termos de potencial de expressdo de GSTAL e
caracteriza uma possivel explicagdo para o achado negativo do referido estudo. Mesmo capaz de
adequadamente identificar os homozigotos *B (52% neste estudo), a andlise exclusiva do locus -
69C/T ndo é suficiente para identificar o haplotipo *B1b, associado a uma expressdo de GSTAL

diminuida e comparavel aos homozigotos *B, mesmo em heterozigose. Hapl6tipos *A2 e *A3,
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significativamente associados a uma hiperexpressédo do gene em comparagdo a *Al, ndo podem,
igualmente, ser identificados (ANSARI et al., 2017).

Conforme demonstrado em publicacdo recente (ANSARI et al., 2017), a analise mais
abrangente da regido promotora do gene GSTAL (vide Tabela 4) faz-se necesséria para a melhor
classificacdo do potencial de conjugacdo em criangas e adolescentes. A identificacdo de pelo menos
dois grupos extremos de FC e de resultados clinicos (grupos 1 e 4, como descrito na Figura 5) foi
possivel com o agrupamento de haplétipos com potencial de expressdo de GSTAL semelhantes. No
entanto, até o presente momento, nenhum estudo de FC populacional avaliou a incorporagdo desta

classificacdo em um modelo de predicdo de FC e, consequentemente, de dose de Buem TCTH.
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3 JUSTIFICATIVA

O bussulfano (Bu) possui uma farmacocinética (FC) com grande variabilidade interindividual
e, como parte do condicionamento para transplantacao de células-tronco hematopoiéticas (TCTH),
apresenta estreito indice terapéutico. Sua superexposi¢cdo mostrou-se relacionada a diversas
toxicidades, enquanto a subexposicao foi relacionada a recaida e falha de pega do enxerto. S&o
varios os fatores que influenciam a FC do Bu; dentre os fatores estudados, esta a expressdo das
enzimas da superfamilia glutationa S-transferase (GST), cruciais na rea¢do de conjugacéo entre Bu
e Glutationa (GSH), principal via de metabolismo da droga. Frequentes polimorfismos foram
relatados nos respectivos genes das isoenzimas GSTAL, GSTM1, GSTP1 e GSTT1 associados a
diferentes niveis de expressdo dos genes. Polimorfismos do gene de GSTAL, a isoenzima mais
presente no parénquima hepatico e a mais ativa na conjugacdo GSH-Bu, tém-se mostrado
significativamente associados & FC do Bu e aos resultados clinicos. Diferentes diretivas para a
prescricdo da dose de Bu sdo disponiveis, muitas delas baseadas em estudos de FC populacional,
demonstrando a dificuldade em predizer a dose individual ideal, principalmente em criancas. Até
0 momento, o potencial de variabilidade da FC devido as variantes de GSTA1 ndo é levado em
consideracdo na prescricdo da dose de Bu em pediatria. Baseado, pois, em um melhor
conhecimento das variantes genéticas de GSTA1L, ha necessidade de incorporacdo deste fator em
um novo modelo de FC populacional do Bu no intuito de melhor personalizacdo da dose, melhor
predicdo da exposi¢do dos pacientes a droga e, consequentemente, possivel melhora dos resultados

de TCTH.
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4 OBJETIVOS

41 OBJETIVO GERAL

Criar um modelo de farmacocinética populacional do Bu intravenoso em criangas e

adolescentes, incluindo as variantes genéticas de GSTALl como potenciais cofatores,

visando a sua utilizacdo no calculo personalizado de dose em pacientes durante regime de

condicionamento para transplante de células-tronco hematopoiéticas (TCTH).

4.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estudar o desempenho dos métodos atualmente disponiveis de prescricdo de dose

do Bu em pediatria antes de TCTH em funcéo das variantes genéticas de GSTA1,

e Comparar o desempenho do novo modelo aos métodos atualmente disponiveis para

o célculo da dose do Bu em criancas e adolescentes em TCTH.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 ESTUDO I

Analise do papel das variantes genéticas de GSTAL no desempenho dos métodos de

calculo de dose do Bu em TCTH pediatrico.

5.1.1 Delineamento

Estudo observacional transversal.

5.1.2 Populagdo em estudo

Critérios de incluséo:

Foram incluidos os pacientes:

1 - Portadores de doencas malignas e ndo malignas que receberam bussulfano (Bu)
intravenoso como parte do condicionamento antes de transplante aut6logo ou alogénico
de células-tronco (TCTH) no Servigo de Hemato-Oncologia Pediatrica do Centre
Hospitalier Universitaire (CHU) Sainte-Justine, em Montréal, Quebec, Canada entre

abril de 2002 e abril de 2012;

2 — Que assinaram o termo de consentimento informado;



61

3 — Que realizaram monitoramento de dose terapéutica (MDT) do Bu.

Critérios de excluséo:
Foram excluidos os pacientes que:
1 - N&o dispunham da FC da primeira dose de Bu;

2 - Néo dispunham dos resultados de genotipagem de GSTAL.

5.1.3 Regime de tratamento

Bu (Busulfex®, Otsuka Pharmaceuticals, Saint-Laurent, Montreal, Quebec, Canada)
foi administrado quatro vezes ao dia por via intravenosa em infusdes de duas horas. As
doses iniciais foram prescritas de acordo com a idade e o peso corporal total (PCT) dos
pacientes conforme previamente descrito (ANSARI et al., 2014): 16 mg/m? em lactentes <
3 meses de idade; 0,8 mg/Kg em criangas >3 meses e <l ou >4 anos de idade; ¢ 1 mg/Kg
naqueles > 1 e < 4 anos de idade. A associagdo de outras drogas mielotdxicas como
fludarabina, ciclofosfamida, etoposido e melfalano foi utilizada conforme protocolos

especificos.

5.1.4 Variaveis em estudo

Variaveis independentes

Categoricas: Gendtipos de GSTAL (vide secdo 5.1.5), regime de condicionamento.
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Dicotdémicas: Género, doenca de base (maligna ou ndo maligna), adequacéo do peso

(sobrepeso/obesidade).

Continuas: Dose do Bu por quilo, idade em anos.

Variaveis dependentes

Continuas: parametros de FC relativos a dose administrada: Clearance (CL) em
mL/min/kg, area sob a curva (AUC) em pM.min, concentracfes maxima, de steady-
state e minima (Cmax, Css e Cmin, respectivamente) em ng/mL. Erro médio CL do Bu
predito pelos métodos em que este valor é disponivel, em percentual (EM%, vide secdo

5.1.5).

Categoricas: classificacdo das AUCs aferida e predita por cada método de prescricédo
de dose entre “abaixo do alvo”, “no alvo” ou “acima do alvo”, segundo cada método

de prescricdo de dose. Para detalhes da AUC considerada como alvo, vide secdo 5.1.5.

5.1.5 Deteccdo das variaveis em estudo

Os dados da doenca de base foram colhidos por meio de revisdo de prontuério. Doses

utilizadas de Bu, dados antropométricos e resultados dos estudos de FC foram obtidos nos

registros do Servigo de Farmacologia Clinica do CHU Sainte-Justine.

Perfis de FC
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Amostras de sangue total em tubo heparinizado foram obtidas de cateteres centrais (ndo
utilizados para administracdo do Bu). As coletas foram feitas imediatamente antes da
administracao da primeira dose, e a 120, 135, 150, 180, 240, 300 e 360 minutos, contados
a partir do inicio da infusdo. A concentracdo de Bu foi determinada usando ensaio
modificado de cromatografia liquida de alta performance (RIFAI et al., 1997). Parametros
de FC foram estimados através de analise ndo compartimental e AUC calculada por método

trapezoidal (WinNonlin, Pharsight, verséo 3.1).

Genotipagem e classificacdo dos dipldtipos

Células mononucleares periféricas coletadas dos pacientes antes da primeira infuséo de
Bu foram usadas para a genotipagem de GSTAL apds extracdo de ADN, conforme
previamente descrito (ANSARI et al., 2010). As variantes genéticas de GSTA1 foram
analisadas em haplo6tipos como demonstrado na Tabela 4. O resultado da combinacdo de
dois haplotipos referentes aos dois alelos de GSTAL, chamados de diplétipos, foram
ulteriormente reagrupados conforme a expressao esperada de GSTAL associada a cada
variante (ANSARI et al., 2017) em metabolizadores rapidos (G1), normais (G2) ou lentos

(G3), como mostrado na Figura 5.

Calculo de dose de Bu conforme modelos disponiveis

A primeira dose de Bu foi calculada com base em 11 métodos de prescrigdo de primeira
dose selecionados em 10 diferentes artigos (BARTELINK et al., 2012; BOOTH et al.,
2007; BUFFERY et al., 2014; LONG-BOYLE et al., 2015; MCCUNE et al., 2014;

NGUYEN et al., 2004; PACI et al., 2012; SAVIC et al., 2013; TRAME et al., 2011,
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WALL et al., 2010). Posteriormente, uma predicdo de AUC foi calculada com base na
AUC medida apés a dose efetivamente administrada segundo a equacéo:
AUCpredita=(D0S€administrada/ D0SEpredita) X AUCmedida. OS modelos foram nomeados conforme
o0 primeiro autor referido nos artigos de origem. Somente pacientes dentro dos limites de

idade e peso de cada modelo foram incluidos nessa simulagéo.

Avaliacéo do desempenho dos métodos de predicao

AUC de 900-1.500 pM.min foi considerada como alvo na avaliagdo dos métodos.
Inicialmente, foi testado o desempenho do método utilizado para o calculo da dose
administrada. AUCs depois da primeira dose de Bu foram entdo classificadas em abaixo,
dentro ou acima da AUC alvo. A mesma classificacdo foi feita para as AUCs obtidas a
partir das doses calculadas pelos 11 outros métodos. Em quatro métodos selecionados, uma
analise suplementar de desempenho foi realizada com base no percentual do erro de
predicdo do CL (AE%). A média de erro de predicdo (ME%) foi calculada para cada

modelo. Vide respectivas equacdes na Tabela 7.

Tabela 7. Equagdes para calculos de erros de predigao.

CL (l) —CL (1)
Erro absoluto de predigdo (AE%) AE% = % x 100
LObs
LY, — CLY)
Média do erro de predi¢io (ME%) ME% = NZ Pred &) 9bs_ % 100
CL

CLprea: Clearance predito pelos modelos; CLops: Clearance observado em analise nédo
compartimental dos dados de concentracdo-tempo medidos nos pacientes do estudo.

Andlises estatisticas
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Caracteristicas clinicas e demograficas dos pacientes foram descritas em mediana e
amplitude ou proporc¢des de acordo com as caracteristicas das variaveis. Comparacao entre
parametros de FC foi feita utilizando teste de Mann-Whitney ou teste t de Student, quando
apropriado. Comparacdes das propor¢des de AUCs medidas, assim como daquelas preditas
pelos diferentes métodos, entre grupos de diplotipos de GSTAL, foram feitas através de
teste de X? de Pearson para analises univariaveis e regressdo logistica para analises
multivariaveis. Analises lineares multivariadas (ANOVA) foram utilizadas para detectar
fatores independentes relacionados aos erros de predicdo do CL Bu, nos modelos
selecionados. Analises estatisticas foram efetuadas usando IBM® SPSS® Statistics

(versdo 24, IBM Corp. NY, USA).
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5.2 ESTUDO I

Construcdo do modelo de FC de populagdo incluindo variantes genéticas de GSTAL

como covariavel.

5.2.1 Delineamento

Estudo de coorte retrospectiva com desfecho farmacocinético.

5.2.2 Populagdo em estudo

Critérios de inclusao:

Foram incluidos os pacientes:

1 - Portadores de doencas malignas e ndo malignas que receberem Bussulfano (Bu)
intravenoso como parte do condicionamento antes de transplante aut6logo ou alogénico
de células-tronco (TCTH) no Servico de Hemato-Oncologia Pediatrica do Centre
Hospitalier Universitaire (CHU) Sainte-Justine, em Montréal, Quebec, Canada entre

abril de 2002 e agosto de 2015, incluindo os pacientes descritos na sec¢do 5.1.2;
2 — Que assinaram o termo de consentimento informado;

3 — Que realizaram monitoramento de dose terapéutica (MDT) do Bu.
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Critérios de excluséo:
Foram excluidos os pacientes que:
1 - Né&o dispunham de nenhum perfil de FC do Bu;
2 - Receberam condicionamento ndo mieloablativo ou de toxicidade reduzida.

3 - Néo dispunham de resultado de genotipagem de GSTAL.

5.2.3 Regime de tratamento

Bu intravenoso (Busulfex®, Otsuka Pharmaceuticals, Saint-Laurent, Montreal,
Quebec, Canada) foi utilizado de acordo com dois protocolos de administracdo: a) quatro
doses ao dia (g6h), como descrito anteriormente na se¢do 5.1.3 e b) uma dose ao dia (g24h)
em trés horas de infusdo. A primeira dose de Bu foi prescrita conforme descrito na secéo
5.1.3 para 0s pacientes que receberam quatro doses ao dia. Esta dose foi multiplicada por
quatro nos pacientes que receberam Bu uma vez ao dia. Ajustes baseados nos resultados
de FC foram realizados a partir da quinta dose nos pacientes que receberam Bu g6h, ou a
partir da segunda dose nos pacientes que receberam Bu g24h, visando AUCs cumulativas

prescritas conforme protocolos especificos.

5.2.4 Variaveis em estudo

Variaveis independentes
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Categoricas: GenoOtipos de GSTAL (vide sec¢do 5.1.5), regime de condicionamento.

Dicotbémicas: Sexo, doenca de base (maligna ou ndo maligna), adequacdo do peso

(sobrepeso/obesidade).

Continuas: Dose do Bu, idade em anos, peso corporal total em quilos, funcdo de
maturacdo de metabolismo do Bu (Fmat, vide se¢do 5.2.5), funcdo tamanho (Fsiz, vide

secdo 5.2.5), tempo decorrido desde o inicio da infusdo de Bu.

Variaveis dependentes
Continuas: concentracdo de Bu em ng/mL.

Categoricas: classificacdo da AUC predita entre abaixo, dentro ou acima da AUC alvo

das AUCs medidas e preditas pelo novo modelo.

5.2.5 Deteccao das variaveis em estudo

Os dados da doenca de base foram colhidos por meio de revisdo de prontuarios. Doses
utilizadas de Bu, dados antropométricos e os resultados dos perfis de FC foram obtidos dos

registros do servico de farmacologia clinica do CHU Sainte-Justine.

Medidas das concentragdes de Bu

Amostras de sangue total em tubo heparinizado foram obtidas de cateteres centrais (ndo

utilizados para administragdo do Bu). As coletas foram feitas imediatamente antes da
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administracdo da primeira dose e a 120, 135, 150, 180, 240, 300 e 360 minutos, nos
pacientes que usaram Bu g6h, e 180, 195, 240, 300, 360 e 480 minutos nos pacientes que
usaram Bu g24h, tempos contados a partir do inicio da infusdo. A concentracdo de Bu foi

determinada como previamente descrito na se¢do 5.1.5.

Genotipagem e classificacdo dos dipldtipos

Idem a sec¢do 5.1.5.

Analise de FC populacional

A administracdo do Bu IV foi considerada constante e de duracdo de 120 minutos para
Bu g6h e de 180 para Bu g24h. Dados de concentragdo-tempo foram analisados usando
software Phoenix — NLME 6.4 (Certara USA, Inc., Princeton, NJ, EUA) com estimacéo
condicional de primeira-ordem (FOE, first order estimation, em inglés) e opcdo de
interacdo. Modelos néo lineares de efeitos mistos (NLME, em inglés) foram usados para
enquadrar os dados de concentracdo-tempo do Bu nos modelos estruturais tipicos de FC,
tais como modelos de um ou dois compartimentos com eliminagéo linear ou n&o linear. A
variabilidade entre sujeitos (VES) e a variabilidade entre ocasides (VEO) em parametros
de FC foram incluidas em modelos de efeito exponencial aleatorio no intuito de restringir
a valores positivos 0s parametros individuais, os quais foram assumidos como seguindo
uma distribuicdo log-normal.

A avaliagdo e a selecdo do modelo de base basearam-se em representacdes graficas



70

pertinentes, tipo goodness-of-fit, e na minimizacao de -2 Ln (log-likelihood), aqui chamado
de valor de funcéo objetiva (OFV, em inglés). Como a distribuicédo da diferenca entre OFVs
apresenta distribuicdo de X? (WILKS, 1938), modelos associados a uma diminuicdo de
OFV maior que 3,84 e 5,99, respectivamente para 1 e 2 graus de liberdade (GL, lembrando
gue GL=nUmero de categorias — 1), foram considerados como significativos (p=0,05). Para
erros 0=0,01, os valores criticos de OFV foram 6,63 ¢ 9,21, respectivamente para GL=1 e

2.

Dados antropométricos

Peso elevado a coeficientes alométricos tedrico e empirico foram testados, assim como
ASC. Composicao corporal expressa por NFM e funcdo de tamanho (Fsize) descritas por
McCune et al. (MCCUNE et al.) também foram aplicados ao modelo, assim como idade
pos-natal e IPM. A funcdo de maturacdo do metabolismo do Bu (Fmat) foi testada sobre o

CL do Bu. Todas as equacdes utilizadas estdo disponiveis na Tabela 8.
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Tabela 8. Equac0es utilizadas para a obtencdo dos valores de Fmat € Fesize.

FFM (free fat mass, Kg) onde
HT:altura; PCT: peso corporal total

PCT
FFM = WHSq, X HT? X < ) (1)
WHSnax=37,99 e WHSso=35,98 em WHSso x HT + PCT
mulheres e respectivamente 42,92 e
30,93 em homens.
NFM (normal fat mass, Kg); NFEM¢p guy = FFM + FFat ¢ oy X (ABW — FFM) 2)
FFatc =0,51 e FFaty=0,20
pwr
Fsize , ONde pwr = 1 para V e 0,75 Fiize = (M) ?3)
para CL 70
F deTM50=46; coeficiente d F, ! (4)
mat, ONde =46; coeficiente de mat = | —
Hill=2,3 1+ (ﬂ) ‘
TM50
IPM = Idade (anos) 40 .
IPM = 52 + ©)

Calculo da dose (mg) baseado no L mg

CL individualizado onde DOSE prea = Clorea (5) X 075 (52) x 24 () ®)
Css=0,75mg/L ¢ equivalente a uma h L

AUC2n de 3.800pM.min

Conforme descrito por McCune et al. (MCCUNE et al., 2014).

Analise de covariaveis

A anélise de covariaveis foi realizada por meio de inspecéo visual seguida de avaliacdo
formal em Phoenix. Esta Ultima consistiu inicialmente na adigdo ao modelo de covariaveis
potencialmente significativas em stepwise forward, permanecendo no modelo aquelas cuja
adicédo gerou uma diminuicdo de OFV de pelo menos o valor considerado critico para p =
0,05. Em uma segunda etapa, as covariaveis foram eliminadas em alternancia em backward

e somente aquelas cujas eliminacdes se associaram a um aumento de OFV maior do que 0



72

valor critico para p = 0,01 restaram no modelo. As potenciais covariaveis foram avaliadas
como segue: sexo, doenca de base (maligna ou ndo maligna) e grupos baseado em
diplotipos de GSTAL (vide se¢do 5.1.5), IPM, idade, regime de condicionamento (BuCy ou

outros).

Avaliacao do modelo

O desempenho do modelo de FC populacional final foi avaliado por meio de graficos
diagnosticos e verificacdo preditiva visual (VPC, em inglés). Para aferir se 0 modelo final
poderia ser usado para estimar parametros individuais de FC com base em médias
populacionais e dados esparsos de FC, foram avaliadas modificacdes nas estimativas de
VES, variabilidade residual e shrinkage dos efeitos aleatérios (ou mistos) individuais.
Valores de shrinkage < 20% indicam boas estimativas individuais de um pardmetro de
interesse, enquanto valores maiores mostram piora das estimativas bayesianas individuais.

A estabilidade e a precisdo do modelo foram avaliadas utilizando um bootstrap nao
paramétrico em Perl-Speaks-NONMEM (PsN V3.4.2). A técnica de bootstrap envolve a
reamostragem dos dados originais, com cada individuo sendo considerado uma unidade de
amostragem. Mil réplicas dos dados foram geradas por bootstrap para obter a mediana e o
intervalo de confianca de 95% dos parametros de FC e os parametros de efeito fixo e
aleatorio. O viés de cada parametro foi calculado a partir da diferenca entre o valor mediano

derivado do bootstrap e a estimativa final do parametro.

Predicéo de dose inicial

Simulagdes de dose foram realizadas ap6s o modelo final ter sido obtido, através da
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equacdo 6 da Tabela 8, baseado no CL previsto pelo modelo proposto (CLpred). A AUC
predita foi entdo obtida pela equacdo AUCpredita=(D0S€administrada/D0SEpredita) X AUCmedida.
Para determinar o desempenho do modelo, cada AUC resultante foi classificada em abaixo,
dentro ou acima da AUC alvo, esta considerada como 3.600 a 6.000 uM.min para doses
diarias e 900 a 1.500 uM.min para doses a cada seis horas. Os resultados foram comparados
aos das AUCs obtidas de maneira similar, a partir das doses preditas por outros quatro
modelos recentes de FC populacional do Bu em criancas (BARTELINK et al., 2012;
LONG-BOYLE et al., 2015; MCCUNE et al., 2014; PACI et al., 2012). O desempenho
entre 0 modelo proposto e os demais modelos foram comparados por meio de teste ndo

paramétrico de McNemar para amostras pareadas.

5.3 ASPECTOS ETICOS

Ambos os estudos | e Il fazem parte de um projeto em andamento, aprovado pelo
comité de ética em pesquisa do CHU Sainte-Justine e registrado no site clinicaltrials.gov

site sob 0 nimero NCT01257854.
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ABSTRACT

Busulfan (Bu) is a key component of conditioning regimens used prior to hematopoietic
stem cell transplantation (SCT) in children. Different predictive methods have been used
to calculate the Bu first-dose. To evaluate the necessity of further improvements, we
retrospectively analyzed the currently available weight- and age-based guidelines to
calculate the first doses in 101 children who underwent allogenic SCT in CHU Sainte-
Justine, Montreal, following an intravenous Bu-containing conditioning regimen according
to genetic and clinical factors. The measured AUCs were within target (900-1500 uM.min)
in 38.7% patients, after the administration of the first dose calculated based on age and
weight, as locally recommended. GSTAL diplotypes linked to poor Bu metabolism (G3)
and fludarabine-containing regimens were the only factors associated with AUC within
target (OR: 4.7, 95% CI: 1.1-19.8, p=0.04: and OR: 9.9, 95% CI: 1.6-61.7, p=0.01,

respectively).

From the eleven methods selected methods for dose calculation, the percentage of AUCs
within the target varied between 16% and 74%. In some models, G3 was associated with
AUCs within the therapeutic and the toxic range, whereas rapid-metabolizers (G1) were
correlated with sub-therapeutic AUCs when different methods were used. These
associations were confirmed by clearance-prediction analysis, in which GSTA1 diplotypes
consistently influenced the prediction errors of the methods. These findings suggest that
these factors should be considered in Bu dose prediction in addition to the anthropometric
data from patients. Furthermore, our data indicated that GSTAL diplotypes was a factor that

should be included in future population pharmacokinetic models, including similar
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conditioning regiments, to improve the prediction of Bu exposure after its initial dose.

INTRODUCTION

The bi-functional alkylating agent busulfan (Bu) is a key component of several
conditioning regimens administered prior to stem cell transplantation (SCT). In
children, it is used as an alternative to total body irradiation (TBI) with comparable
event free survival (EFS) in patients with acute myeloblastic leukemia (AML)! and
produced less developmental and cognitive impacts in long-term survivors# 3. Bu is
also included in conditioning regimens before allogeneic SCT for acute lymphoblastic
leukemia* and non-malignant diseases>® as well as in regimens used before
autologous transplantation for high-risk neuroblastoma’-° and relapsed/refractory

Hodgkin’s lymphoma10.

Bu has a narrow therapeutic window with higher rates of relapse and rejection are
observed in patients with a low Bu exposure and over-exposure is associated with
transplant-related toxicities such as acute graft versus host disease (aGVHD),
sinusoidal occlusive syndrome (SOS) and death1-15, Therapeutic drug concentration
monitoring (TDM) is an important tool and allows the adjustments of doses to
optimize the treatment outcomes!3. Bu exposure over time is expressed by the area
under the curve (AUC), has a proposed target AUC of 900-1,500 pM.min for a 6-hour

dosing schedule, although some debate exists about the optimal therapeutic range!-

17,
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The intra- and inter-patient pharmacokinetic (PK) variability of Bu after equivalent
doses during conditioning regimen is high18. The clearance of high-dose oral Bu
proved to be significantly higher in children than adults, especially in children under
4 years old1°-21, The use of intravenous (IV) form of Bu intended to minimize this
variability. However, a high fluctuation of PK parameters persists22-24, The only
known metabolic pathway of Bu is its conjugation to glutathione, a reaction that is
mainly catalyzed by the hepatic enzyme glutathione S-transferase (GST), in particular
by its isoform alpha-12526, In addition to anthropometric measures, several groups
have shown that part of the PK variability of Bu was explained by different metabolic
potentials that result, to a certain extent, from genetic variations in the enzyme coding

gene GSTA112 27-33,

In clinical practice, a test dose can be administered to assess the Bu clearance, which
is subsequently used to calculate dose (dose = measured clearance*desired AUC)34.
However, Bu dose is usually obtained from recommendations, most of which are
based on population-based PK studies3>36, Several guidelines with different
nomograms, algorithms and internet-based calculation tools are also available using
weight and/or age to calculate the initial Bu doses3>-45. A recent review!” of those
methods revealed a high coefficient of variation that showed simulated first-dose

AUCs within the therapeutic target in 51-74% of cases.

Based on previous associations between Bu PK variability and GSTAI variants, the

current study aimed to evaluate the impact of this genetic factor on the performance



93

of the currently available IV Bu dosing guidelines in children.

MATERIALS AND METHODS

Patients

After approval by the local Institutional Review Board, the medical charts of 148 pediatric
patients that received intravenous (IV) Bu between April 2002 and April 2012 at CHU
Sainte-Justine were retrospectively reviewed. All received IV Bu as part of conditioning
regimen in preparation for autologous or allogeneic SCT. Signed informed consent was
available for 114 patients. Twelve patients were excluded owing to the absence of GSTA1
genetic information and one patient was excluded because the first-dose PK was
unavailable. This analysis is part of an ongoing study registered at clinicaltrials.gov website
(NCT01257854). PK and clinical outcomes of a subgroup of 84 patients receiving
exclusively myeloablative conditioning regimens have been previously reported*?. Nine
patients with chronic granulomatous disease received significantly higher Bu first-doses in
comparison with doses routinely prescribed as they were participants in another study in
which higher daily AUCs were suggested®. Consequently, those patients were not included
in the measured AUC analysis, however they were considered for predicted AUC and

clearance (CL) evaluation.

Treatment regimen

Busulfan (Busulfex, Otsuka Pharmaceuticals, Saint-Laurent, Montreal, QC, Canada) was
administered 1V in a 2-hour infusion g6h. The first doses were prescribed based on age and
total body weight as previously described*: 16 mg/m2 in infants < 3 months old; 0.8

mg/Kg in children > 3 months old and <1 year old or > 4 years old; and 1.0 mg/Kg in
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children > 1 and < 4 years old. Weight adequacy was classified as previously reported for

patients older than 2 years old*®.

PK analysis and genotyping

Samples were obtained from central venous line, which was not used for Bu administration,
immediately before and at 120, 135, 150, 180, 240, 300 and 360 minutes after the start of
the infusion. The plasma Bu concentration was determined by using a modified high-
performance liquid chromatographic assay*’. The PK parameters were estimated by non-
compartmental analysis using WinNonlin (Pharsight, version 3.1). Peripheral mononuclear
cells or saliva collected from all patients before Bu infusion were used for GSTAl
genotyping, as previously described “¢. The diplotypes composition is presented in Table
S1. The patients were further grouped based on respective expected promoter activity of

GSTA1* into rapid (G1), normal (G2) and poor metabolizers (G3), as shown in Figure 1.

Measured and predicted PK

The first-dose measured AUC, ... was classified as below, within, or above the target range
(900-1,500 uM.min). To evaluate the prediction accuracy, predicted AUC,. Values were
calculated from Bu g6h doses obtained from the available dosing guidelines®*°. The
respective equations used to calculate the predicted doses are presented in Table S3. For
McCune’s method®®, the predicted doses were obtained from the web-based calculator
available at www.nextdose.org. The AUCs were predicted for each patient and each
guideline based on the measured clearance through the equation available in the

Supplement Material (Table S2, Equation 1). Subsequently, the predicted AUCs were



95

afterwards classified similarly to measured equivalents. The guidelines were named
according to the first author of each paper and are summarized in Table 1. For each

guideline, the same age and/or weight limits used of each guideline were respected.

Evaluation of clearance prediction evaluation

We evaluated the fitness of individual and group Bu CL prediction obtained from the four
best performing guidelines through the calculation of the individual absolute prediction
error (AE%) and the mean relative prediction error (ME%) of the models. The respective

equations are available in Table S2 (Equations 2 and 3, respectively).

Statistical analysis

Demographics and baseline characteristics were described for all patients (median and
range or proportion according to variable characteristics). The comparison between PK
parameters was performed by using a Mann-Whitney test or Student’s t-test, as
appropriate). The GSTAL inter-group comparisons for the proportions of patients with
AUCs below, within or above the target AUC were performed using the Pearson chi-square
test for univariate analysis and logistic regression for multivariate analysis. Finally, a
univariate and multivariate linear model (ANOVA) with Bonferroni adjustment for
categorical variables was used to assess independent factors related to the measurements
of AUC and CL AE%. Statistical analyses were performed by using IBM® SPSS®

statistics (version 24, IBM Corp., NY, USA).

RESULTS
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Observed PK parameters and influencing factors

The patient characteristics are shown in Table 2. The overall median of administered Bu
first-doses was 0.81 mg/Kg (0.63-1.09 mg/Kg), which resulted in a median AUC, . of 846
uM.min (385-1,751 uM.min). After the exclusion of patients with chronic granulomatous
disease, despite the similar Bu first-doses, AUC,... and Css were significantly higher and
Bu CL was significantly lower in patients that received fludarabine-containing
conditioning regimens (FIUCR) as detailed in Table 3. In a linear multivariate analysis
controlled for sex, with Bu dose scaled by weight and age, FIUCR (p=0.02) and GSTA1
groups G2 and G3 (p=0.03) were associated with higher AUC,..,, whereas malignant

diseases were associated with lower AUC, (p=0.03).

After the Bu first-dose, the target AUC was achieved in 38.7% of patients, whereas it was
in the toxic range in 1% of the patients. The fraction of AUCs within the target was 0%,
39.4%, and 66.7%, for G1, G2 and G3 patients, respectively (p=0.01). The majority of the
patients that were administered FIUCR achieved the AUC target range in comparison with
other regimens (75% vs 30.1%, respectively, p = 0.05). In the multivariate logistic
regression controlled for sex, disease and Bu dose per kilogram and age, FIUCR (OR: 9.9,
95% CI: 1.6-61.7, p=0.01) and G3 (OR: 4.7, 95% CI: 1.1-19.8, p=0.04) were associated
with a higher probability of having a first AUC within the target range. The PK parameters

of both regimens are summarized in Table 3.

Performance evaluation of the guidelines

Overall, doses calculated by different guidelines resulted in 49.5% of predicted AUCs
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within the target (rang: 16-74%). G3 patients performed better: 66.7% of the predicted
AUCs achieved the target (range: 41.7%-100%). However, these patients also had the
highest percentage (7.3%) of AUCs in the toxic range (0 to 25%). In contrast, G1 patients
had the highest percentage of AUCs below the target (60%; rang: 30-100%) and no AUCs
in the toxic range. The overall performances of the different methods and evaluation of the

GSTAl-based groups are shown in Table 4.

In the multivariate analysis including age, sex, disease, conditioning, and GSTA1-based
groups, G3 patients a had probability of achieving AUC within the target by using the
absolute body weight (ABW)-based Trame’s method** (OR: 7.7, 95%CIl: 1.4-40.8, p=0.02)
or Wall’s method®® (OR: 10.9, 95%CI: 2.1-56, p=0.004). Patients with benign disease
experienced an increased probability of achieving the target AUC using Wall’s method
(OR: 3.6, 95%Cl: 1.3-9.7, p=0.01) or Booth’s*® method (OR: 3.3, 95%Cl: 1.3-8.5, p=0.01).
Girls were more likely to have an AUC within the target range than boys when doses were
calculated by the methods of Bartelink®” (OR: 3.2, 95%Cl: 1.1-8.9, p=0.02), Buffery*

(OR: 4.6, 95%Cl| 1.6-13.3, p=0.005) or Booth (OR: 2.6, 95%Cl: 1.0-6.5, p=0.048).

In contrast, patients from the G1 and G2 subgroups, after a first dose calculated by Wall’s
method (OR: 6.9, 95% CI: 1.6-30.2, p=0.01) and BSA-based Trame’s method (OR: 6.9,
95% CI: 1.6-29.2, p=0.01); and in the G1 subgroup by Paci’s** method (OR: 17.4, 95% ClI:
1.5-207) had a higher probability of having AUC below the target. Lower AUCs were seen
more frequently in boys, when doses were calculated by Long-Boyle’s®® (OR: 3.9, 95%

Cl: 1.0-9.4, p=0.04) or Paci’s methods (OR: 2.9, 95% CI: 1.1-7.8, p=0.03); patients with
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malignant disease were also more likely to have AUCs below the target by using Long-
Boyle’s (OR: 3.9, 95%CI: 1.2-12.9, p=0.03) or Wall’s (OR: 3.2, 95% CI: 1.2-8.4, p=0.02)

methods.

Younger patients had a higher probability of AUCs below the target when the doses were

calculated by Walls’ (p=0.02) or Long-Boyle’s (p<0.001) methods.

Predicted AUCs in the toxic range

Using Bartelink’s model, G3 patients were found to be at higher risk of AUCs in the toxic
range (OR: 9.9, 95% CI: 1.1-88.8, p=0.04), whereas patients receiving FIUCR (OR: 9.7,
95% CI: 1.6-60.7, p=0.02) and older patients (p=0.004) experienced at a higher risk of

toxic AUC when doses were calculated using Long-Boyle’s model.

Clearance prediction error
The four selected methods®"-* 4! returned a global error from -20.8 to 4.6%. GSTA1 groups.
In univariate analysis, the GSTA1 groups presented a consistent association with the

prediction errors of all methods, except for Long-Boyle’s (Table 5).

In the multivariate analysis including age, disease, sex and conditioning regimen, GSTA1
groups were revealed to be the only significant factor that influenced McCune’s®®
(p=0.005) and Paci’s AE% (p=0.02). For Bartelink’s method, age was associated with
AE% (p=0.03) in addition to GSTA1-based groups (p=0.004),. For Long-Boyle’s method,

only age (p < 0.001) was strongly related to AE%.
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DISCUSSION

This study shows that the Bu first-dose varied significantly based on the available
guidelines. These results agreed with those of Zao et al.*” who reported performances from
51-74% (compared with 16-74% in the present results), although patients in Zao’s cohort
were more frequently in the toxic range (6-30% vs. 0-15% in our cohort). Some variables
were already included in dosing methods, such as age. However, other variables not usually
considered in Bu dose estimates, such as baseline disease (malignant or not), components
of the conditioning regimen, sex and genetic background appeared to interfere with the
guidelines’ performance. Methods such as McCune’s®, Bartelink’s®’, Paci‘s*! and Long-
Boyle’s® presented a better overall performance than the age- and weight-based dosing
method used in our center. Nevertheless, some groups of patients did not follow the overall

prediction even when best- performing guidelines were used.

Bu is mainly metabolized by glutathione (GSH) conjugation, which is dependent on GST,
the enzyme responsible to catalyze the reaction?®. GST a-1, encoded by the GSTA1 gene,
is the most important isoform?® involved in Bu metabolism. Single nucleotide variations in
the promoter region of the GSTAL gene and the derived haplotypes have been proven to

result in different levels of enzyme expression, which were associated with differences in

Bu PKlZ, 28, 30, 33, 49, 50

Similarly, the present analysis showed that the recipient’s GSTAL genetic background was

associated with measured AUC. More than half of the patients treated in our center
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presented a measured AUC below the target and this proportion was independently related
to GSTAL diplotype group (67% in G1/G2 and 36% in G3 patients). Likewise, in predicted
AUCs, GSTAL diplotypes appeared as an independent factor associated with toxic (G3) or

sub-therapeutic (G1) AUCs when particular models were used for the dose calculation.

Although consistent data exists on GSTAL genotype as a prediction for Bu PK, as reviewed
by Huezo-Diaz et al.®*, it was only recently successfully introduced into an adult population
PK model (PPK). Choi et al.®® suggested that patients heterozygous for the GSTA1
haplotype *B (*Blb, *Bla, and *B2, see Table S1) have 15% lower clearance than the
other haplotype (*A) and required a reduced dose. Owing to the rarity of haplotype *B in
the Asian population?®, no homozygous patients were included in that model. In our
dataset, which comprised 79% of Caucasian patients, homozygous *B individuals were
also represented by G3 group (12% of our cohort). Previous reports from our group
identified G3 patients were at higher risk of Bu toxicities after non-FIUCR, partially owing
to a 20% lower Bu clearance in those patients'? 3. The present analysis was concordant
with these findings: when the best-performing methods were used to calculate the Bu dose,
higher rates of AUCs in the toxic range were predicted in G3 patients (8.3-25%) in
comparison with G2 (2.8-13.9%) and G1 (no AUCs in the toxic range). In contrast, G1
patients (homozygous *A2 or *A3 or a heterozygous compound of these two haplotypes),
which were previously recognized as rapid metabolizers'®> 33, showed consistent
underestimation, up to 35%, when using the same dosing methods. This demonstrated that
that all the variability of Bu PK cannot be explained by anthropometric data, even if more

elaborate population PK models are used in attempt to predict individual Bu clearance®"-3%
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We also showed that the conditioning regimen influenced Bu PK parameters. Patients
administered FIUCR presented Bu first-dose AUCs 37% higher and clearance 30% lower
than those who received other regimens. This resulted in more patients administered such
treatments with AUCs within the target after the Bu first-dose (77.8% vs 34.5% for other
regimens). Some studies in adults using oral®? or IV BU %3 * have shown 10 to 30% lower
Bu clearance after 3-4 days of Flu exposure when compared to protocols using
combinations of Bu and cyclophosphamide (Cy). Similar inter-patient variability was
observed in adults®* and children?® administered FIUCR. However, this Bu-Flu interaction
was not confirmed in studies where Bu PK was assessed earlier during Flu exposure>>
56, In our cohort, all patients received Bu on the same day, immediately after Flu.
Although the difference was not significant, age may be a factor of the conditioning
regimens (13.3 vs. 7.4 years, p=0.11), which could explain the lower clearance of
apparently older patients in the Flu group. As only Bu first-doses were analyzed, no
conclusion can be drawn about a late decrement in Bu clearance over Flu exposure.

However, an interaction between the drugs cannot be excluded.

Flu has a different metabolic pathway in comparison to Bu. It is a purine analogue that is
quickly phosphorylated in erythrocytes, endothelial cells and large organs to F-ara-A by
5’-nucleotidase. Intracellular phosphorylation by deoxycytidine kinase converts F-ara-A to
its active form, F-ara-ATP, which is ultimately incorporated into the DNA and blocks cell

division®? %7, The activation of Flu and the elimination pathway does not seem to overlap



102

with Bu metabolism, but it is unknown if Flu exposure interferes in Bu elimination. FIUCR
is known to be an important component of reduced toxicity conditioning regimens®® an it
is sometimes selected instead of BuCy in patients with a higher risk of toxicity. Although
rare, complications such as SOS®® and non-relapse mortality (NRM)®® 8 have also been
reported with FIUCR and are clearly related to the intensity of Bu exposure. In addition to
the influence of GSTA1l genotypes on baseline Bu clearance, this potential Bu-Flu
interaction becomes a concern in poor-metabolizer patient, as the risk of complications is
theoretically increased, even when fludarabine-based reduced toxicity conditioning
regimens are used. This association could not be assessed in our cohort as it included only
one 13-year-old boy from G3 group that received FIUCR. His first AUC was within the

target, close to the upper limit (1,492 uM.min), after a Bu dose of 1 mg/kg.

Age interfered with the performance of some models, which most likely demonstrated the
suboptimal control of this well-known influencing factor of Bu clearance in the original
models®::52, Girls were more often within the target AUC but no other data seems to support
this finding. Differences in fat mass composition, which are described and included in

McCune’s prediction model®® may be responsible for this finding.

An improvement in the first AUC prediction based on patients characteristics that would
preclude Bu TDM is far from clinical reality. PK variability and clinical outcomes appear
to be only partially explained by the currently known anthropometric and even genetic
factors. Although data are still missing to support the notion that patients with target AUC

after the first-dose are at lower risk of Bu toxicity, the collection of information on several
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factors that influence this variability may provide an improved assessment of each patient
undergoing SCT; it would be possible to tailor the treatment to the profile of the patient. In
this context, the incorporation of GSTAL diplotypes into Bu dosing algorithms could be the
first step toward an genetically-based personalization of the conditioning regimen.
Depending on patient’s GSTAL diplotype group, Bu first-dose tailoring can be estimated
from doses obtained from currently available weight- and/or age-based guidelines.
However, the inclusion of the GSTAL diplotype groups as a covariate in a novel

pharmacogenetics-based population PK model appear to be a more attractive option.

An important inter-individual variability and a potential decrease in Bu clearance in
association with Flu is a phenomenon that should be more deeptly investigated, despite the
apparent absence of a direct pharmacological interaction. It is noteworthy that, as shown
in Table 1, although most of the articles analyzed in the present study have included FIUCR
in their training dataset, subgroup analyses of different conditioning regimens are not
available. The potential drug-drug interaction and detrimental effect on Bu poor

metabolizers is still not fully understood and requires further study.

CONCLUSION

We found that factors such as the GSTA1 genotype and the association of Flu in the
conditioning regimens were significantly related to the performance of different guidelines
currently used to prescribe the first dose of Bu. Improvement in the current guidelines, or
a new model in which these factors will be considered, is necessary to ensure a better first-

dose personalization, especially in patients recognized to be at a higher risk of SCT
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complications.
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Figure 1. Grouping composition based on GSTAl-diplotypes. G1 group contains
homozygous patients for haplotypes associated with a rapid Bu metabolism; G3 contains
homozygous for haplotypes associated with poor metabolism (*B) and heterozygous *B1b

and G2 contains diplotypes not classified as G1 or G3.
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Dose
Dosing Year of . . Parameters for N of patients Age range
Guideline  publication Target AUC (uM.min) Bu formulation fre q(lllle)zncy dose calculation (development) (years) FCCR
Long-Boyle 2015 Css: 600-900ng/mL v 6 ABW and age 90 0.1-24 yes
Ansari 2014 Css: 600-900ng/mL v 6 ABW and age 75 0.1-20 No
900-1.400 (PO and IV adults) 6 (PO) o
# 0 -
Buffery 2014 925-1.350 (IV children) 77% PO 24.(IV) ABW 144 (89 pediatric) 0.5-58 NA
ABW, gender and 1,481
McC 2014 1.125 v 6,8,12,24 ’ ; 0.1-65.8 NA
cune &5 PMA (133 available ABW)
Savic® 2013 1.096 v 6 ABW and age 149 0.1-3.3 Yes
30%
. BuFlu(12%);
Bartelink 2012 1.350 v 6, 12,24 ABW and 245 0.1-26
arte o and age BuCyFlu(11%);
BuMelF1u(4%)
Paci 2012 1.200 v 6 ABW 115 0-12.3 No*
1.125 (ABW) 6 (PO)
$ 0 _
Trame 2011 1150 (BSA) 54% PO 24(1V) ABW or BSA 94 0.4-18.8 NA
Wall 2010 900-1.350 v 6 ABW 24 0-18 Only BuCy
Booth 2007 900-1.350 v 6 ABW 24 0.25-16.7 NA
Nguyen 2004 1.125 I\Y% 6 ABW 24 0.45-16.7 Only BuCy

Table 1. Models' characteristics. IV: Intravenous, PO: oral; PMA: post-menstrual age; * Buffery's method is limited to patients of at

least 10kg of weight; 4Savic's method is conceived to patients having 12kg or less; *Paci et al. stated that patients received no other

chemotherapy before busulfan although that BuFlu was used in rare cases. ® Trame's publication indicated two calculation methods. The

ABW-based (absolute body weight) one and BSA-based (body surface area). Adapted from Zao et al.'’.



Patients characteristics N (%)
Gender  Male 56 (55.4)
Female 45 (44.6)
Age < [ year 16 (15.8)
1-4 years 20 (19.8)
>4 years 65 (64.4)
Diagnosis Malignancies 61 (60.4)
AML 30 (29.7)
ALL 10 (9.9)
MDS 19 (18.8)
Myeloproliferative syndrome 1 (1.0)
Neuroblastoma 0 (0.0)
Other solid tumors 1 (1.0)
Non-Malignancies 40 (39.6)
Immunodeficiencies 19 (18.8)
Hemoglobinopathy 10 9.9
Hemophagocytic syndrome 5 (5.0)
Metabolic diseases 6 (5.9
Conditioning regimen
BuCy 75 (74.3)
BuFlu 17 (16.8)
BuCyVPI6 7 (6.9)
BuMel 2 (2.0)
Ethnic groups
Causasian 80 (79.2)
African 11 (10.9)
Other 10 (9.9)
Weight adequacy
Overweight 15 (14.9)
Obesity 6 (5.9
GSTAI haplotype group
Rapid metabolizers (G1) 10 9.9
Normal metabolizers (G2) 79 (78.2)
Poor metabolizers (G3) 12 (11.9)

Age (years) 8.5(0.1-21)

116
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Table 2. Patients’ characteristics. AML: acute myeloide leukemia; AAL: acute

lymphoblastic leukemia; MDS: Myeloplastic disease; Cy: Cyclophosphamide; Flu:

Fludarabine; VP16: Etoposide; Mel: Melphalan

BuFIugN=9) OtherN=84)
Parameter Median Range Median Range p-value
AgetBCTRyears) 13.3 0.4221.0 7.4 0.1#@9.9 0.11
Dose@mg/kg) 0.79 0.753(.00 0.8 0.633.09 0.48
Cmax@ng/ml) 976 537@3,338 846 537,249 0.21
Cssing/ml) 762 264#3,021 555 302R,198 0.03*
AUCO-INF@mcM.min) 1,113 385@3M,491 810 442@4,751 0.03*
Clearancedml/kg/min) 2.9 2.38F.7 4.2 1.83F.2 0.02*

Table 3. Comparison of the measured PK parameters between patients receiving BuFlu or

other regimens.



Dose@mg/kg) OverallEINE%) G1ENE%)

Guidelines® | Mean SD Below Within Above Below Within Above
McCune 1.05 0.14 | 19 (18.8) 75 (74.3) 7 (6.9) 4 (40.0) 6 (60.0) 0 (0.0)
Bartelink 1.05 0.21 | 22 (23.7) 66 (71.0) 5 (5.4) 3 (30.0) 7 (70.0) 0 (0.0)
Paci 0.98 0.15 | 32 (34.4) 58 (62.4) 3 (3.2) 5 (50.0) 5 (50.0) 0 (0.0)
Long-Boyle 1.08 0.11 | 27 (26.7) 60 (59.4) 14 (13.9) 4 (40.0) 6 (60.0) 0 (0.0)
Nguyen 0.96 0.15 | 37 (39.8) 54 (58.1) 2 (2.2) 5 (50.0) 5 (50.0) 0 (0.0)
Buffery* 0.91 0.16 | 31 (42.5) 41 (56.2) 1 (1.4) 2 (40.0) 3 (60.0) 0 (0.0)
Savic* 1.03 0.10 | 12 (50.0) 12 (50.0) 0 (0.0) 5 (100.0) 0 (0.0) 0 (0.0)
Wall 0.87 0.10 | 54 (58.1) 38 (40.9) 1 (1.1) 8 (80.0) 2 (20.0) 0 (0.0)
Booth 0.87 0.13 | 53 (57.0) 38 (40.9) 2 (2.2) 7 (70.0) 3 (30.0) 0 (0.0)
Trame(ABW) | 0.76 0.16 | 80 (79.2) 20 (19.8) 1 (1.0) 8 (80.0) 2 (20.0) 0 (0.0)
Trame(BSA) 0.75 0.17 | 84 (83.2) 16 (15.8) 1 (1.0) 9 (90.0) 1 (10.0) 0 (0.0)

(46.7) (49.5) (3.8) (60.0) (40.0) (0.0)
G2EINA%) G3EINA%)

Guidelinesl Belowl Within Above Belowl Within Above
McCune 15 (19.0) 59 (74.7) 5 (6.3) 3 (20.0) 10 (66.7) 2 (13.3)
Bartelink 19 (26.8) 49 (69.0) 3 (4.2) 0 (0.0) 10 (83.3) 2 (16.7)
Paci 26 (36.6) 43 (60.6) 2 (2.8) 1 (8.3) 10 (83.3) 1 (8.3)
Long-Boyle 21 (26.6) 47 (59.5) 11 (13.9) 2 (16.7) 7 (58.3) 3 (25.0)
Nguyen 30 (42.3) 40 (56.3) 1 (1.4) 2 (16.7) 9 (75.0) 1 (8.3)
Buffery* 27 (47.4) 29 (50.9) 1 (1.8) 2 (18.2) 9 (81.8) 0 (0.0)
Savic* 7 (38.9) 11 (61.1) 0 (0.0) 0 (0.0) 1 (100.0) 0 (0.0)
Wall 43 (60.6) 27 (38.0) 1 (1.4) 3 (25.0) 9 (75.0) 0 (0.0)
Booth 41  (57.7) 28 (39.4) 2 (2.8) 5 (41.7) 7 (583) 0 (0.0)
Trame(ABW) 65 (82.3) 13 (16.5) 1 (1.3) 7 (58.3) 5 (41.7) 0 (0.0)
Trame(BSA) 68 (86.1) 10  (12.7) 1 (1.3) 7 (583) 5 (41.7) 0 (0.0)

(48.5) (47.7) (3.8) (26.0) (66.7) (7.3)
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Table 4. Performance comparison among different guidelines across the GSTA1-based groups. *Buffery's guideline included patients
>10kg (N=81) and Savic's < 12kg (N=24). SD: standard deviation. Trame (ABW): based on absolute body weight; Trame (BSA): based

on body surface area.
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95%[Ll

Model ME% pAalue
lower upper
McCunedN=101) -4.2 -8.6 0.1 0.02*
G1 -22.4 -35.5 -9.4 0.03*
G2 -4.2 -8.8 0.5 reference
G3 10.7 -1.2 22.6 0.07
Bartelink@dN=101) -20.8 -24.1 -17.5 <@®.01*
G1 -30.2 -40.5 -20.0 0.38
G2 -21.8 -25.4 -18.1 reference
G3 -6.7 -16.0 2.7 0.01*
PacifN=101) -19.3 -23.8 -15.8 <@.01*
G1 -29.9 -40.6 -19.1 0.25
G2 -19.8 -23.6 -16.0 reference
G3 -7.2 -17.0 2.6 0.06
Long-BoyledN=101) 4.6 -2.2 11.4 0.13
G1 -13.2 -34.4 8.1 0.34
G2 5.1 -2.5 12.7 reference
G3 16.1 -3.3 35.5 0.89

Table 5. Mean of prediction mean error (ME%) across GSTAL-based groups. p values from
ANOVA test. ME% between groups compared with Bonferroni coefficient interval

adjustment as fixing G2 as the reference group. * significant values (p < 0.05)



SUPPLEMENTAL MATERIAL

Nucleotide Change

Haplotype -69 (C>T)

-513 (A>G)

613 (T>G)

-1142(C>G)

*Al
*A2
*A3
*Bla
*Blb
*B2

444000

>0>»>>>
OO0+ -

C

OO Oono

Table S1. Haplotypes composition based on single nucleotides variants of GSTAL.

Calculation of Bu predicted AUC
based on observed clearance (CL)
where 243.6 is a unit conversion

O]
CLObs

factor (from ng.min/mL_ to M. min) Dosep,y (1)
and “Obs” and “Pred” indicated AUCp, .y = L. X 243.6
respectively observed/measured and Obs
predicted PK parameters.

L) CLS) d CL((;?)S
Absolute prediction error (AE%) AEY% = 5 x 100 )

Obs
N 0
1 CL - CL

Mean prediction error (ME%) ME% = Nz Ll 9s_ % 100 3)

Table S2. Equations used in predicted Bu AUC calculation and clearance prediction error.
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Author IV Busulfan Dosing Guideline (every 6 hourly dosing)
< 3 months: 16 mg/m?2/dose
Ansari 43 > 3 months to <1 year: 0.8 mg/kg/dose
> 1year old to <4 years old: 1 mg/kg/dose
> 4 years old: 0.8 mg/kg/dose
Wall 45 < 4 years: 1mg/kg/dose

> 4 years: 0.8 mg/kg/dose

Bartelink 37

Dose (mg) = AUCtarget X 0.0041f x 3.32 (%) X

-0.224
( BW )1.57 X BW
15.3kg

Booth 35

<12 kg: 1.1 mg/kg/dose
> 12 kg: 0.8 mg/kg/dose

Buffery 42

10 to 16 kg: 1.2 mg/kg/dose
17 to 18 kg: 1.1 mg/kg/dose
19 to 22 kg: 1 mg/kg/dose
23 to 25 kg: 0.9 mg/kg/dose
> 26 kg: 0.8 mg/kg/dose

Nguyen 36

<9 kg: 1 mg/kg/dose

9to <16 kg: 1.2 mg/kg/dose
16 to < 23 kg: 1.1 mg/kg/dose
23 to 34 kg: 0.95 mg/kg/dose
>34 kg: 0.8 mg/kg/dose

Paci #1

<9Kkg:
>9kg:

Dose (mg) = AUCurger X 0.00411 X 2.18 (L/h) x (BW/9Kg)076

Trame 44

BW:-based

BSA-based

Dose (mg) = 4.72 (mg/h/L)t X 4.11 (L/h) x (BW/27.2kg)075

Dose (mg) = 4.72 (mg/h/L)£ X 4.16 (L/h) X BSA

Long-Boyle 39

<12 kg:
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Dose (mg) = AUCuarger X 0.00411 x 4.32 (L/h) x (BW/22kg)75 x (1+
0.032 x age)

> 12 kg:

Dose (mg) = AUCurget X 0.00411 X 4.32 (L/h) x(BW/22kg)®7s x (1+
0.032 x 12) x [1+0.0138 x (age-12)]

Only in patients < 12 kg:

Savic % Dose (mg) = AUCtarget X 0.0041% X (0.46 + (1 - 0.46) X [1 - e (agex14)]
x (BW/8kg)07s

Table S3. Nomograms and equations used to obtain IV Bu doses according to each method. BW:
body weight (kg); AUCarget: target area under the curve (uM-min/L); BSA: body surface area (m?);
0.0041 is the conversion factor to convert the AUC units from pM-min/L to mg-h/L. £4.72 mg/h/L

= 1,150pM.min. Adapted from Zao et al.'’.
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SUMMARY

AIMS

The investigators aimed to develop a model-based dosing recommendations for the use of busulfan
in children according to the GSTAL genotype.

METHODS

Plasma busulfan concentration-time data was collected from 112 children and adolescents (median
5.4 years old, range 0.1 to 20) who had received IV Bu during the conditioning regimen prior to
stem cell transplantation. Weight, sex, baseline disease (malignant vs. non-malignant), age,
conditioning regimen and GSTA1 diplotypes were evaluated as covariates of PK by using non-
linear mixed effects analysis. Models’ ability to achieve the target AUC24n (3,600 — 6,000 ptM.min)
was assessed by comparing first doses calculated by other available models and those calculated
by the proposed GSTAL-based one, which was also compared across age groups.

RESULTS

A one-compartment model with first-order elimination best described the data. Allometric scaling
of weight and factor of Bu metabolism maturation (Fmat) were included in the base model. GSTA1
diplotypes were found to be a significant covariate of CL. CL rates for rapid metabolizers were 7%

faster and 12% slower for poor metabolizers, in comparison with normal metabolizers. GSTA1-
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based calculated doses achieved the target AUC for 85.2% of the cases, which was significantly
better than other available models (37.4 — 73.9%) and revealed a stable performance across all age
groups.

CONCLUSION

This is the first Bu dosing algorithm described in a paediatric population. Its use may contribute
considerably to better predict Bu exposure in children and adolescents enabling customization of

the dose according to the individual’s metabolic capacity.

What is already known about this subject

¢ In children, busulfan has been associated with high pharmacokinetic variability, in spite of
the use of 1V formulation.

e Although genetic variations have been associated with pharmacokinetic variability, Bu
dosing in children and adolescents are still sustained by models built from anthropometric
data such as weight and/or age.

e GSTA1L genetic variations have been consistently associated with busulfan clearance and

recently were successfully introduced into an adult population pharmacokinetic model.

What this study adds
e This study provides the first busulfan dosing algorithm for children and adolescents
adjusted by GSTAL genetic variations. Incorporating genetic markers of drug metabolism
capacity along with a maturation factor predicts better busulfan exposure, which may result

in less treatment-related toxicities.
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INTRODUCTION

The bi-functional alkylating agent Busulfan (Bu) is a key component of several conditioning
regimens before stem cell transplantation (SCT). In children, it has been used as an alternative to
total body irradiation (TBI) with comparable event free survival (EFS) in patients with acute
myeloblastic leukemia (AML) (1) and less developmental and cognitive impacts in long-term
survivors (2, 3). Bu is also included in conditioning regimens before allogeneic SCT for acute
lymphoblastic leukemia (4) and non-malignant diseases (5, 6) as well as in autologous
transplantation regimens for high-risk neuroblastoma (7-10) and relapsed/refractory Hodgkin

lymphoma (11).

Despite its wide utilization, Bu presents a narrow therapeutic window. Higher rates of relapse and
rejection occur among patients with a low Bu exposure, whereas over-exposure correlates with
transplant-related toxicities such as acute graft versus host disease (aGVHD), sinusoidal occlusive
syndrome (SOS) and death (12-15). Pharmacokinetic (16) studies have demonstrated a high intra-
and inter-patient variability despite equivalent doses of Bu (17-23). Dosing recommendations in
children are supported by population PK (PopPK) studies which describe concentration-time data

according to weight and/or age (23-32).

Recently, single nucleotide variations (SNV) of the gene coding for glutathione S-transferase
alpha-1 (GSTAL), implicated in the main metabolic pathway of Bu conjugation to glutathione, was
successfully introduced into an adult PopPK model, suggesting that patients heterozygous for

GSTA1 g.-69C>T variant (haplotype *B) should have their doses decreased (33).

Although another study has failed to include the same GSTA1 variants into a PopPK model in
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children (34), data from Choi et al. (33) are in agreement with previous findings from our group
whereby pediatric patients homozygous for haplotype *B and heterozygous for haplotype *Blb
(9.-69C>T, ¢.-513A>G, @.-1142C>G) presented lower Bu clearance and had higher risk of
treatment-related toxicities (35). Moreover, as reported in a recent publication, three distinct groups
of patients were identified based on GSTA1 haplotypes combinations (diplotypes), which were

associated with different gene expression and consequently with Bu metabolization capacity (13).

Based on a wider analysis of SNVs occurring in GSTAL promoter region, this current study aims
to include this genetic information into a PopPK model to improve individualization of Bu dosing

and consequently optimize Bu exposure in pediatric patients.

MATERIALS AND METHODS

Patients

After approval by the local Institutional Review Board, medical charts of 247 pediatric patients
that received IV Bu between April 2002 and August 2016 at CHU Sainte-Justine (261
transplantations) as part of conditioning regimen in preparation for autologous or allogeneic HSCT
were retrospectively reviewed. A signed informed consent was available for 173 patients. Only
first exposures to Bu were included while non-myeloablative or reduced toxicity regimens were
excluded from the analysis. Out of the 137 remaining patients, 5 were excluded since no PK data
was available, 10 were excluded due to absence of GSTAL genetic information and 10 due to
missing crucial clinical data. This analysis is part of an ongoing study registered at clinicaltrials.gov

site (NCT01257854) and a subset of patients was reported in previous studies (13, 35-37).

Treatment regimen
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Busulfan (Busulfex, Otsuka Pharmaceuticals, Saint-Laurent, Montreal, QC, Canada) was
administered intravenously (IV) according to two different dosing schedules: initially a 2-hour
infusion every 6 hours (Bu6) was used; but from May 2012 Busulfan was administered as a 3-hour
infusion every 24 hours (Bu24). Bu6 initial dose was prescribed as described elsewhere (36):
16mg/m2 in infants <3 months of age; 0.8mg/Kg in children >3 months and <1 or >4 years old;
and 1.0mg/Kg in those >1 and <4 years old. Daily doses (Bu24) were obtained multiplying Bu6
doses by 4. PK-guided dose adjustments were done from 5™ (Bu6) or 2" (Bu24) dose and so forth

according to target cumulative AUCs.

PK analysis and genotyping.

Samples were obtained from the central venous line (not used to administer Bu) immediately before
and at 120, 135, 150, 180, 240, 300 and 360 minutes from the start of infusion of Bu6 doses and
180, 195, 240, 300, 360 and 480 minutes for Bu24 doses. Plasma concentrations of Bu were
determined using a modified high-performance liquid chromatographic assay (38). PK parameters
were estimated using non-compartmental analysis (WinNonlin, Pharsight, version 3.1). GSTA1
genotyping was performed as previously described (39) from peripheral mononuclear cells or
saliva samples, before Bu infusion. Diplotypes composition is shown in Supplemental Material,
Table S1.They were further grouped based on respective GSTA1 expected activity (13) in rapid

(G1), normal (G2) and poor metabolizers (G3), described in Figure S1.

Population Pharmacokinetic Analysis

Bu IV administration was assumed to be constant with an infusion duration of 120 minutes for Bu6

and 180minutes for Bu24 doses. Concentration-time data was analyzed using Phoenix - NLME 6.4
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(Certara USA Inc., Princeton, NJ, EUA), with the first-order conditional estimation (FOCE) and
the interaction option. Nonlinear mixed effects models were used to describe typical PK
compartmental models (e.g. one- or two-compartmental models with linear or nonlinear
elimination) that better fit to the Bu concentration—time data. Between-subject variability (BSV)
and inter-occasion variability (I0V) in PK parameters were modeled as exponential random-effect
models in order to constrain the individual parameter values positively, which were thus assumed

to follow a log-normal distribution.

Model evaluation and selection were based on pertinent graphical representations of goodness-of-
fit and on the minimization of —2 log (likelihood), which was presented as the objective function
value (OFV). A decrease in the OFV of 3.84 and 5.99 (p = 0.05) and 6.63 and 9.21 (p=0.01),

respectively for 1 and 2 degrees of freedom were considered as statistically significant.

Anthropometric data descriptors

Body weight, body surface area (BSA) and body composition were applied to the base model. For
weight, theoretical and empirical allometric scaling were tested. Another allometric scaled size
factor was also tested in the model, which is composed by free fat mass (40) added to the fraction
of fat mass that interferes on Bu PK. As proposed by McCune et al. (25), that fraction is 51% for
the Bu CL and 20% for the V. Bu metabolism maturation on CL was evaluated as a maturation
function (Fmat), which was derived from patients’ post-menstrual age (PMA), obtained by adding
a gestational age of 40 weeks to post-natal age, as also described by McCune et al. (25). All
respective equations used for calculations are available in supplemental material (Supplemental

Material, Table S2, Equations A, B, C, D and E).
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Covariate analysis and sources of variability

Covariate analysis was carried out using visual inspection followed by a formal evaluation in
Phoenix. The latter consisted of a stepwise forward additive approach (p = 0.05) followed by
backward elimination (p = 0.01). Potential covariates were evaluated as follows: sex, baseline
disease (malignant vs. non-malignant) and GSTA1-based group (Tables S1 and S2), PMA, post-

natal age, and conditioning regimen (BuCy VS. others).

During forward selection, covariates were tested in univariate analysis and deemed significant if
the OFV decreased by at least 3.84 (2, p < 0.05, DF = 1) followed by their inclusion in the model.
During backward elimination, significance of the covariates was confirmed by removing one at a
time from the full model and required an increase in the OFV of at least 6.63 (y2, p <0.01, DF =

1) to remain in the model.

Model evaluation

The performance of the final PopPK model was evaluated with diagnostic plots and visual
predictive check (VPC). In order to assess whether the final model could be used to estimate
individual PK parameters based on population means and sparse PK data, changes in the estimates
of BSV, residual variability and shrinkage in individual random effects were evaluated (41).
Shrinkage values of <20% indicate good individual estimates of a parameter of interest, while
larger shrinkage values show that individual Bayesian estimates ‘shrunk’ towards the population
mean values.

In addition, the stability and precision of the model were evaluated using a nonparametric bootstrap
within Perl-Speaks-NONMEM (PsN V3.4.2) (42). The bootstrap technique involves resampling

from the original data, with each individual subject considered as a sampling unit. One thousand
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replicates of the data were generated by bootstrap to obtain the median and 95% percentile of PK
parameters and the fixed- and random-effect parameters. The bias of each parameter was calculated
by computing the difference between the median value derived from the bootstrap and the final

parameter estimate.

Comparison of dosing strategies

Simulation of the first dose was conducted once the final model was obtained. Based on individual
predicted CL, the ability to achieve the target AUC using the current model was assessed. Other
published PopPK models in children were also selected to perform the same assessment. For
models allowing flexible AUC target (25, 26, 28), a value of Css = 770ng/mL was used, which
represents an AUCasn of 4,500 uM.min or an AUCen of 1,125 pM.min. A linear relationship was
assumed between dose and AUC, then predicted AUCs were calculated as follows: AUCredicted =

(AU Cobserved/ Doseadministrated) * DoS€eproposed-

To determine the proportion of subjects who achieve the target AUC, the therapeutic window was
set to 3,600 — 6,000 uM.min for Bu24 or 900 — 1,500 uM.min for Bu6 doses. Comparisons were
performed between the GSTAL-based doses and those generated from 4 other paediatric models
(24-26, 28) that were recently reported as the most performant ones (37). Doses calculated
according to FDA (30) and EMA (32) recommendations for Bu dosing in children were also
included in this analysis. McNemar’s test for related samples was used for comparison and p values

were considered statistically significant if < 0.05.

RESULTS
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One-hundred and ninety-nine PK profiles were obtained from 112 pediatric patients from 0.1 to 20
years of age (median 5.4 years old) undergoing 115 HSCT after a Bu-containing conditioning
regimen. Patients’ clinical and demographic characteristics are summarized in Table 1. A hundred
and fourteen (57%) PK profiles were obtained from 31 patients receiving Bu24. PK profiles of
patients that received Bu6 were almost exclusively derived from first doses (99%), whereas 97%
of the children receiving Bu24 had PK profiles deriving from the first through to the third dose
analyzed. A total of 1,735 blood samples were available for the PopPK analysis. Observed

concentration—time profiles of Bu are plotted in Figure S2 (Supplemental Material).

Base model

Bu concentration-time data were best fitted using a one-compartment model with a first-order
elimination. The maturation factor of Bu metabolism (Fmat, see in Supplemental Material, Table
S2, equation D) and theoretical allometric scaling of the actual body weight (ABW) were included
in the base model. During covariate analysis, PMA (AOFV=-26.7, p=2.3x107) and GSTAl
diplotypes groups (AOFV=-11.7, p=0.003) were retained as significant factors on V and CL,
respectively. Compared to normal metabolizers (G2), rapid metabolizers had 7% faster CL rates
(G1) while poor metabolizers (G3) had 12% slower CL rates (see in Supplemental Material, Figure
S3). The PopPK parameter estimates of the final model for a patient with a median body weight of
70 kg together with results from the bootstrapping are listed in Table 2. Goodness-of-fit plots in
Figure 1 show that the model predictions were in reasonable agreement with the observed plasma
concentrations. The VPC in Figure 2 suggests the model describes Bu levels across treatments and
ages from 0.1 to 20 years by accounting for differences in body size, maturation of CL, and GSTA1
diplotypes groups. The robustness of the final model was shown by the bootstrap results (Table 2).

The population estimates for the final model were very similar to the mean of the bootstrap



134

replicates and within the 95% confidence interval obtained from the bootstrap analysis. The

individualized clearance was predicted by the following equation:

CL (%) =137 x (‘“f—ow)0'75 x Fmat X Fasraq,

where Fgsta1=1.07 for G1, 1 for G2 and 0.88 for G3 patients.

Comparison of dosing strategies

Doses were obtained from the GSTAl-based PopPK model from Equation F in Supplemental
material, Table S2 and they achieved the target AUC in 85.2%, which was significantly higher than
those calculated by other tested models. Proportions of predicted AUCs based on doses obtained
from different models for different age groups are shown Table 3. Using GSTA1-based doses, target
AUC was achieved less frequently in patients younger than 1 year of age (70%), which was
comparable to other most performant models, whereas among patients from 18 to 20 years, 50%
achieved the therapeutic level. Among sixteen patients with poor metabolizer status (G3), three had
an AUC that would be considered toxic with GSTA1-based calculated doses. The same was seen
with McCune’s and Bartelinks model. While four of these patients fell within the toxic range when
using the Long-Boyle model. On the other hand, GSTA1-based doses resulted in no G1 patient
outside the AUC target, contrary to the frequent AUC below the target when doses were calculated
by Bartelink’s (18.8%, p=0.25), McCune’s (43.8%, p=0.02), Long-Boyle’s (37.5%, p=0.03), Paci’s
and Nguyen’s (68.8%, p<0.001) and Booth (81.3%, p<0.001) models (Supplemental Material,

Figure S4).

DISCUSSION
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This study has provided the first PopPK model for Bu in paediatrics that shows improvement of
PK parameter predictions with an inclusion of a genetic factor as a covariate. Even though
consistent data exist on GSTA1l genotype as a factor influencing Bu PK (summarized in
Supplemental Material, Table S3), only recently has it successfully been introduced into an adult
PopPK model. Choi et al. (33) suggesting that patients heterozygous for GSTAL haplotype *B have
15% lower CL compared to homozygous haplotype (*A) and require dose reduction. Due to the
rarity of haplotype *B in the Asian population (44) no homozygous patients were included in that
model, revealing a limitation in its applicability in this ethnic group. However in Caucasians where
the prevalence of *B homozygosity is higher than 50% (34) the applications would be more
interesting . In the study by Zwaveling et al. composed mostly of Caucasian children, inclusion of
GSTAL genetic variants as well as those in GSTM1, GSTT1 and GSTP1 genes in PopPK analysis
did not result in a model improvement (34). However, among GSTA1 polymorphisms, only the -
69C/T locus was considered, which does not translate to the best classification in terms of GSTAL

conjugation potential, possibly explaining the negative finding in that study.

Although -69C/T can adequately identify * B homozygotes it does not identify *B1b haplotype,
associated with reduced GSTAL expression even in heterozygotes. Moreover, patients with *A2
and *A3 diplotype combinations present significantly higher gene expression compared to *Al
carriers and should not be classified as having a similar potential to metabolize Bu (13). In the
present study, a more reliable classification of GSTAL diplotypes (see in Supplemental Material,
Figure S1) involved taking extreme metabolism capacities (G1 and G3) into account, improving

PopPK model predictability, which resulted in that 85% of predicted doses achieved the target.
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A one-compartment model with first-order elimination had better fit with our data, similarly to
most available Bu PopPK models (Supplemental Material, Table S4). It is worth noting that our
data set included both once and 4-time daily doses and that patients who received non-
myeloablatives or toxicity-reduced regimens were not included in our cohort. The latter is
important since some reports suggested a 10 to 30% lower Bu CL after 3-4 days of Fludarabine

(Flu) use along with Bu, which would constitute a source of bias (45-47).

The present maturation- and pharmacogenetics(PG)-based PopPK model revealed an excellent
performance in all age groups. Its performance is comparable to other PopPK models that consider
the Bu metabolism maturation along with the aging process in dose calculations. McCune et al.
(25), suggested an Emax sigmoid curve to explain Bu maturation and, according to it, children
reached 50% of the adult metabolic rates at 46 weeks of PMA, that is, age including pre- and post-
natal periods. Based on McCune’s finding, this maturation factor or Fmat was also tested in our
data, which fitted better on CL than other age descriptors. Other models like Bartelink’s (24) and
Paci’s (28) have employed weight-dependent empirical allometric scaling on CL, which also
seemed to improve their models predictability with aging. Contrarily, in Long-Boyle’s (26), 2
different age-dependent linear corrections for CL (> or < 12 years old) were used, which in our
analysis resulted in more patients falling within the toxic range, especially for the over 10 years
old. Nguyen’s model’s log-linear function of weight and Booth’s fixed empirical allometric scaling
of weight resulted in clearly worse performance. Recommendations for Bu use in children, made
by regulatory agencies such as the European Medicines Agency (EMA) and its American
counterpart, the Food and Drug Agency (FDA), are based on Nguyen’s and Booth’s models’

results, respectively. The poor results of those models as found in the present analysis revealed that
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the rate of Bu metabolism can be, at least in children, only partially explained by the weight and

their descriptors.

The only available model that includes body composition in its predictions is McCune’s. It
incorporates the free fat mass (40) added to a fraction of 51% of the fat mass (FM), which was
reported as the fraction involved in Bu CL (25). The resulting normal fat mass on clearance
(NFMcL) as well as NFM on volume of distribution (NFMy, FFM + 20% of FM), both with
theoretical allometric scaling, were also tested in the present data with no advantage in comparison
of using ABW. It is worth mentioning though, that only a few obese patients were included in the

current study (6% of the concentration-time data).

The current model proposes dose adjustments for poor (G3) and rapid (G1) metabolizers. However,
G2 patients, considered normal metabolizers (71% of our cohort), present a high PK variability
that could not be explained by covariates included in our analysis. Even though predictability
improvement was achieved with the inclusion of GSTAL diplotypes groups into the model, other

genetic and non-genetic factors may contribute to that Bu PK variability.

Among G1 individuals, GSTAl-based doses resulted in better achievement of AUC target. These
patients were previously reported as having higher EFS even with lower first-dose AUCs and less
treatment-related toxicities (13). In spite of the improved prediction, the clinical impact of this
GSTA1-based model might be less important for this category of patients. On the other hand, among
G3 patients, which were recognized as having higher risk of toxicity, the model’s performance was
comparable to other most performant models. Since only 16 G3 patients are included in our cohort,

comparisons between the dosing strategies among patients from this group are limited, hence a
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larger, multicentric prospective study is needed to better evaluate the efficacy and the safety of the

present model in this specific group of patients.

CONCLUSION

The present maturation and PG-based PopPK model for Bu is the first to be described in a paediatric
population. Based on the identification of 3 groups of diplotypes of GSTAL associated with distinct
enzyme expressions, this model may contribute considerably to better predict Bu exposure in
children and adolescents, tailoring the dose according to the individual metabolic capacity. A

prospective trial is needed to compare PG vs. non-PG dosing algorithm.
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TABLES

Table 1. Patients’ demographic and clinical characteristics. *Evaluated according Barlow et al. (43)
only in children older than 2 years old. AML: acute myeloid leukemia; MDS: myelodysplastic
syndrome; ALL: acute lymphoblastic leukemia; MPS: myeloproliferative syndrome; Bu: busulfan;

Cy: cyclophosphamide; VP16: etoposide; Mel: Melphalan; AraC: cytarabine.

Table 2. Model’s pharmacokinetic parameters estimates and bootstrap results.

Table 3. Frequency of achievement of target AUCsh of 900 — 1,500 M.min or AUC24n 3,600-
6000 M.min according to different models along age. *p value < 0.05 for comparison of other

models to GSTA1-based one by McNemar’s related-samples test.



FIGURES

Figure 1. Goodness-of-fit of the final model. (A) Observed individual concentrations of Bu
vs. population predicted concentrations; (B) observed individual concentration of Bu vs.
individual predicted concentration; (C) conditional weighted residuals vs. population

predicted concentrations; (D) conditional weighted residuals vs. time after the first dose.

Figure 2. Visual Prediction Check (VPC) of final model. Q6H for doses every 6 hours and
Q24H for doses every 24 hours. The dots represent observed concentrations and the solid
line represents the median of the simulated profiles. Dashed lines represent the 5thand

95th percentiles of the simulated values.
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Table 1
Demographic Overall Once daily Fm:lra;ll;nes
=112 =31
characteristics N ) (N=3D) (N=81)
N(%)  N(%) N (%)
Gender
Male 53(47.3) 14(45.2) 39(48.1)
Female 59(52.7) 17(54.8) 42(51.9)
Diagnosis
Malignancies 74(66.1) 22(71.0) 52(64.2)
AML 34(30.4) 7(22.6) 27(33.3)
MDS 19(17.0) 1(3.2) 18(22.2)
ALL 8(7.1) 2(6.5) 6(7.4)
Neuroblastoma 12(10.7) 12(38.7)  0(0.0)
MPS 1(0.9) 0(0.0) 1(1.2)
Non-Malignancies 38(33.9) 9(29.0) 29(35.8)
Immunodeficiencies  10(8.9) 0(0.0) 10(12.3)
Hemoglobinopathy 16 (14.3) 7(22.6) 9(11.1)
Metabolic diseases 7(6.3) 2(6.5) 5(6.2)
Hemophagocytic
syndrome 5(4.5) 0(0.0) 5(6.2)
Conditioning regimen (N=115)
BuCy 91(81.3) 17(54.8) 74(91.4)
BuCyVP16 8(7.1) 0(0.0) 8(9.9)
BuMel 14(12.5) 12(38.7) 2(2.5)
BuCyMel 1(0.9) 1(3.2) 0(0.0)
BuMelAraC 1(0.9) 1(3.2) 0(0.0)
Number of HSCT
2 7(6.3) 0(0.0) 7(8.6)
3 or more 1(0.9) 0(0.0) 1(1.2)
Ethnic groups
Causasian 94(83.9) 65(80.2) 29(93.5)
African 12(10.7) 10(12.3) 2(6.5)
Other 6(5.4) 6(7.4) 0(0.0)
Weight adequacy *
Overweight 14 (12.5) 1(4.3) 13(23.2)
Obesity 7(6.3) 1(4.3) 6(10.7)
GSTAI diplotype group
Group 1 16 (14.3) 6(19.4) 10(12.3)
Group 2 80(71.4) 20(64.5) 60(74.1)
Group 3 16(14.3) 5(16.1) 11(13.6)
Age (years)
Median 5.4 4.8 5.6
Minimum 0.1 0.4 0.1
Maximum 20 16 20
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Table 2
Base@model Finalanodel® Bootstrapd1,000&uns)
Estimate RSE(%)  Shrinkaged%) Estimate RSE(%)  Shrinkaged%) Median®alue 95%Cl
PK parameter
CL 70kg (L/h) 13.58 1.97 13.70 243 13.69 13.12-14.16
V 70kg (L) 50.05 121 49.57 1.15 49,57 49.72 - 50.76
GSTAI-group on CL (Reference G2)
G3 0.88 0.40 0.89 0.82-0.96
Gl 1.07 4.40 1.07 1.05-1.21
PMA on V -0.06 23.40 -0.06 -0.18 - 0.09
Between-subject variability (BSV)
BSV CL (%) 18.30 9.00 6.20 13.30 8.80 6.00 18.80 15.00 - 21.20
BSV V (%) 11.50 15.40 22.30 7.00 19.20 24.60 7.48 3.64-9.95
Between-occasion variability (BOV)
BOV CL (%) 7.40 8.00 46.10 7.30 8.10 46.60 7.44 6.12 - 8.28
BOV V (%) 10.00 18.60 21.50 9.60 16.40 9.30 9.57 4,94 -12.40
Random residual variability
o [Proportional error (%)] 7.40 7.90 7.40 7.90 27.20 25.00 - 29.00




Table 3
Age group (years) N  GSTAI -based Bartelink | McCune Long-Boyle Paci Nguyen Booth
0-1 20 70.0 70.0 65.0 65.0 60.0 30.0 50.0
1-2 12 83.3 83.3 66.7 58.3 50.0 50.0 41.7*
2-4 16 93.8 87.5 81.3 43.8* 56.3 62.5 12.5*
4-6 11 100.0 90.9 81.8 45.5* 45.5* 45.5* 0*
6-8 7 100.0 85.7 85.7 57.1 28.6 42.9 0*
8-10 11 90.9 90.9 63.6 54.5 27.3* 27.3* 9.1*
10-12 15 86.7 66.7 73.3 86.7 33.3* 40* 26.7*
12-14 4 100.0 100.0 100.0 75.0 75.0 50.0 50.0
14-16 7 714 28.6 57.1 42.9 28.6 28.6 28.6
16-18 9 77.8 33.3 77.8 77.8 55.6 44.4 44.4
18-20 2 50.0 100.0 50.0 0.0 50.0 50.0 50.0
>20 1 100.0 0.0 100.0 0.0 100.0 100.0 100.0
Total 115 85.2 73.9* 73.0* 59.1% 47.0* 42.6* 37.4*
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SUPPLEMENTAL MATERIAL

Nucleotide Change
Haplotype -69 (C>T) -513 (A>G) -631 (T>G) -1142(C>G)

*A1 C A T C
*42 C A G

*43 C A T G
*Bla T A G G
*B1b T G G G
*B2 T A G C

Table S1. Haplotype composition based on single nucleotides variants of GSTAL (13).

*A42

*43

*A1

*Bla

*B2

*B1b

Allele 1

Allele 2

*42  *A3

*41 *Bla

*B2 *BIb

Gl

G2

G2

G3

Figure S1. Composition of groups based on GSTAL-diplotypes.
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FFM (free fat mass, Kg)

frequency (t).

h L

ABW
Female: WHS,,,=37.99, WHS 5=3598 FFM = WHS,), ,,, xHT? x( ) (A)
Male: WHS,,,=42.92, WHS 5,=30.93 WHSso xHT + ABW
NFM (normal fat mass, Kg);
NFMgy, oy = FFM + FFat ¢ o vX (ABW — FFM) B)
FFatc;=0.51 e FFaty=0.20 (25)
Fsize, where pwr = 1 for V and 0.75 pwr
for CL R, = (M) ©)
70
Fmat, where TM50=46; Hill’s E _ 1
coefficient=2,3 (25) mat — L ( IPM )—Hill D)
+\Ta50
PMA Age (years)
pua = (498 ears) (E)
52
Predicted Bu dose (mg) using target
Css, individualized CL and dose L m
e Dose preq = Clpreq (—) X Css (_g) X t (h) (F)

Table S2. Equations used in McCune’s models (25). Abbreviations: FFM: free fat mass (Kg); ABW: actual body
weight (Kg); HT: height (m); WHSmax: maximum FFM for na given hight; WHSso: ABW value when FFM is half

of WHSmax; NFM: normal fat mass (Kg); FFatc. and FFaty: fraction of fat mass respectively implicated in

clearance (CL) and volume of distribution (V); Fsize: size function; Fmat: maturation function; PMA: post-

menstrual age; TM50: PMA when Bu metabolism reaches 50% of adult levels; Css: concentration of steady-state;

t: dose frequency.
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Figure S2. Blood Bu concentration vs. time after first dose. Q6H for doses every 6 hours and
Q24H for doses every 24 hours.
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Figure S3. Box plot of random effects (ETA) on clearance (CL) and volume of distribution (V)

from structural model according to GSTA1-based groups before their inclusion as covariates.
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Author N Age range (years) Via T (h) Base model PK parameters Covariates Reference
1-compartment with theoretical Cl22xg = 4.32 L/h ABW and
Long-Boyle %0 0.1-24 v 6 allometric scaling Va22kg = 15.7 L age (26)
1,481 Cls2kgnem =11.4 /D
(133 ) 2-compartment with theoretical V1sokg NrM=13.9 L Fsize and
McCune available 01-658 v 6,8,12,24 allometric scaling Qe2kg NPM=135.2 L/h Fmat (25)
ABW) V259Kkg NPM=29.9 L
. . _ ABW, age,
Savic 149 01-33 Y 6 1 compartment_wnht_heoretlcal CLBKg—_2.3 L/h Magmet and 27)
allometric scaling VsKg=6.4 L
Kmat
. . ClLis.3kg=3.47 L/h
2-compartment with empirical -
Bartelink 245 0.1-26 vV 6,12,24 allometric scaling changing with body ~ “L>%¢=11.1L  ABWand (24)
weight (1.2 to 0.55) Qi5.3¢6=0.5 L/h age
ght{t.=to®. V215.3Kg=76.8 L
1-compartment with empirical
: allometric scaling with 2 allometric Clekg=2.18 L/h
Paci 115 0-123 v exponentials: 1.25if ABW<9Kg and Vokg=6.62 L ABW (28)
0.76 if ABW >9Kg
BSA model:
CL=4.2 L/h/m2
Two 1-compartment models: V=18.4 L/Kg
Trame 94 0.4-18.8 s6%1v O PO yrinction of BSAand 2) ABW raised ABW or (31)
24 (1V) BSA
10 0.75 ABW model:
CL11.9Kg=4.88 L/h
V11.9Kg=218 L
1-compartment with empirical _
Booth 24 0.25-16.7 v 6 allometric scaling (0.742 for CL and CLZOKg:4'04 L/h ABW (30)
Va20kg=12.8 L
0.843 for V
1-compartment with empirical _
Nguyen 24 0.45-16.7 v 6 allometric scaling for V (0.85). CL CLZZ'QKQ__g'lo Lh ABW (32)
. . V22.9xkg=14.3 L
was a log-linear function of ABW
veal 63 07-131 60% IV 6 1-compartment_W|tht_heoretlcal CL13Kg:_13.1 L/h ABW 21)
allometric scaling V13kg=9.8 L
1-compartment with empirical _
Zwaveling 77 0.2-23 v 6,24 allometric scaling (0.84 for CL and Cliokg=4.8 L/h ABW (34)

0.98 for V)

Vikg=15 L
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Table S3. Available PopPK models in paediatric population. ABW: actual body weight; BSA: body surface area; CL: clearance; V and V1: central
volume of distribution; VV2: volume of distribution in the peripheral compartment; Q: inter-compartmental clearance; Fsize: Size factor; Fmat: factor
of maturation of Bu metabolism; Magmat: magnitude of maturation of Bu metabolism; Kmat: maturation coeficient.
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Reference N Ag(;e;ilsl;ge Conditioning Tested genes Clinical findings PK findings
GSTAI
3% BuCy2 ' Bu CL reduced by 14% for each
(48) 66 25-70 0 GSTPI, NS .
94% NMA GSTMI allele GSTA1*B was present
GSTAI,
(22) 24 0.9-18.1 70.8% BuFlu GSTT1, NS NS
GSTM1
Homozygous GSTPI 313A>G
GSTAI, had Cmax 15% lower than in
GSTTI heterozygous
_ 0, !
(49) 18 4-16  100%Bu(VOICY4  ory NS Bu Cmax 25-30% higher in
GSTPI GSTAI*A/*Bthan GSTAI*A/*A
or *B/*B
GSTAI,
40% Bu g6h GSTTI, GSTMI-null 1.7-fold
(34) " 02-23 509 Bug24h GSTM, higher risk of SOS NS
GSTPI
GSTAI, Higher AUCs in presence of
GSTT!I GSTAI*A (dominant allele)
_ 0 !
(50) 66 16-58  39.7%BuCy2 GSTM, NA Lower BuCL in GSTMI/ GSTT1-
GSTPI double-null patients
GSTAI*B/*Be
GSTAJ GSTAI*BIb/*B1b higher  Bu CL higher in presence of
(35) 69 0.1 19.9 89.9% BuCy4 GSTPI risk of SOS (H_R 10and  GSTAI*42 (dominant allele)
GSTMI 5.6, respectively)

GSTMI-null 4-fold

higher risk of aGVHD

Lower Bu CL in GSTMI-null
patients




Reference N A%;e;ilsl)ge Conditioning Tested genes Clinical findings PK findings
(51) 44 15_17 100% GSTAl, GSTMI-null 5-fold Higher Bu CL in presence of
' Bu(160m2)Cy4 GSTM1 higher risk of aGVHD GSTAI*A (dominant allele)
Lower BuCL in GSTAI*A/*B
than *4/*A4 patients
100% BuCy2 GSTAI
(44) 25 13 -61 (1,8m2/d)'BU v GSTPI’ NS Lower Bu CL in presence of
Ix/dia GSTPI313A>G  (dominant
allele)
Bu CL/F 11% and 18% lower
. when 1 or 2 GSTAI*B allele are
gg; ‘;5 , GS{ r]]"lh]_'”h“” ass;)tulgf[ed present, respectively.
B 0 , with higher mortality
(2) 114 1665 100% Bu(PO)Cy2 GSTM, whitin the first 30 days Css 60% higher in patients
GSTPI post-HSCT GSTAI*B/*B and
GSTT1/GSTMI-double-null
GSTM1 GSTM1-null 3-fold Lower Bu CL/F in GSTM1I-null
_ 0 !
(3) 114 2-16 100% Bu(PO)Cy4 GSTTI higher risk of SOS patients
GSTAI,
GSTT1 Bu CL 15% lower in
_ 0, !
(33) 36 18 -64 42% BuCy?2 GSTM, NS heterozygous GSTAI*B
GSTPI
GSTAl .
! 0, %
(54) 29 0.1-18.3  86% BuCy4 GSTMI, NA Bu C"Ofo*g /L%V"e;t:gn(t;sST AI*B
GSTPI patients.
(55) 12 20 - 60 50%Bu(PO)Cy2 GSTAI NA Bu CL/F lower in GSTAI*B
0, * -
(56) 61 17 _52 100% BuCy2 GSTAL GSTAI*B 2.7-fold NA

(PO e IV)

higher risk of aGVHD
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Table S4. Evidence of the GSTs genetic variations as associated factor with clinical and/or PK outcomes. Cy2: cyclophosphamide 60mg/kg/day for 2
consecutive days; Cy4: cyclophosphamide 50mg/kg/day for 4 consecutive days; Flu: fludarabine; NS: not significant; NA: not available; SOS: sinusoidal
obstructive syndrome; aGVHD: acute graft versus host disease; CL: clearance; Cmax: maximal concentration; AUC: area under the curve. CL/F: apparent
clearance; Css: concentration of steady-state.
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CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo possibilitou concluir que mesmo os métodos mais atuais e mais eficazes de
predicdo dos parametros farmacocinéticos do Bu demonstram desvios importantes, associados as
diferentes capacidades de expressdo da enzima glutationa S-transferase al, aqui representados
pelas variantes do seu gene, GSTAL. Dipl6tipos cujos potenciais de expressdo sdo semelhantes,
combinados em trés grupos distintos, mostraram estar relacionados significativamente com o erro
de predicdo, mais evidente naqueles considerados metabolizadores lentos (G3) e metabolizadores
rapidos (G1). Apos esta constatacdo, com base na mesma classificagdo em trés grupos de
diplétipos, GSTAL foi incluido em um modelo de FC de populacéo, através do qual valores de
clearance individualizados puderam ser preditos e, a partir desses, doses personalizadas do Bu.
Dessa forma, determinou-se que, na definicdo das doses do Bu devem ser consideradas, além dos
fatores peso do paciente e seu grau de maturacdo do metabolismo da droga, também as variantes
de GSTAL presentes em cada individuo, o que resultou em doses 12% menores em pacientes
considerados metabolizadores lentos (G3) e 7% maiores em metabolizadores rapidos (G1). Além
disso, o presente modelo mostrou-se eficaz em todo o continuum de idade entre 0 e 21 anos,
comparativamente melhor que os outros métodos atuais, evidenciando vantagem na inclusdo deste
fator genético. Assim sendo, entende-se que estamos diante do primeiro modelo de FC de
populacdo do Bu baseado em farmacogenética a ser descrito em pediatria, fato que o qualifica,
salvo melhor juizo, como o modelo que melhor descreve a capacidade do metabolismo individual

do Bu, ao combinar caracteristicas inatas (GSTA1), antropométricas e de amadurecimento da via
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de metabolizacéo da droga ao curso dos primeiros anos de vida. O célculo de dose baseado neste
modelo, por seu desempenho, pode contribuir para uma melhor previsibilidade da FC do Bu e, em
decorréncia, para uma predigdo mais acurada da exposicao de criangas e adolescentes a droga, de

acordo com a capacidade metabdlica de cada individuo.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

Os achados apresentados neste estudo contribuem para o aprimoramento das recomendacoes
de prescricdo de Bu em pediatria por meio da integracdo de um fator genético no calculo da dose a
ser utilizada durante condicionamento para TCTH. Até o presente momento baseadas unicamente
em idade e antropometria, essas recomendacgOes sdo definidas, muitas vezes, a partir de modelos
de FC de populagdo de pequeno porte, alguns destes apresentando um desempenho questionavel
ao longo de toda a faixa etaria pediatrica. Contudo, para melhor avaliacdo da eficacia e da
seguranca das doses preditas pelo proposto modelo, sugere-se fortemente um estudo prospectivo
em que este possa ser comparado a outras formas de célculo de dose do Bu em pediatria, ndo
baseadas em farmacocinética. Da mesma forma, uma vez confirmada a capacidade preditiva do
modelo proposto, este pode ser considerada uma ferramenta Util a empregar-se em outros estudos,
principalmente visando a comprovacdo do conceito intuitivo de que uma distribuicdo mais
homogénea da exposi¢do ao Bu ao longo do condicionamento estaria associada a uma menor

toxicidade associada ao tratamento.



