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RESUMO

A leucemia mieloide crénica (LMC) € uma desordem mieloproliferativa, caracterizada pela
presenca do cromossomo Philadelphia. O tratamento da LMC pode ser realizado com os
seguintes inibidores de tirosina quinase (ITK): bosutinibe, dasatinibe, imatinibe, nilotinibe,
ponatinibe e radotinibe. Capitulo 1: Neste trabalho, inicialmente foi conduzido um estudo
observacional de coorte retrospectivo para caracterizar a populacdo acometida com LMC a
partir da base de dados Surveillance, Epidemiology and End Results (SEER). As analises
de sobrevida foram feitas utilizando os métodos de Kaplan-Meier e regressédo de Cox tempo
dependente. A avaliagido da correlagédo entre a LMC e outro cancer foi estimada através do
risco relativo. Foram incluidos 35.860 pacientes com a doencga. Os fatores associados ao
prognostico na LMC foram idade, sexo, ano e teste de diagndstico, a sequéncia do tumor e
a raga do paciente. Ainda, observou-se que os canceres tratados principalmente com
radioterapia predispéem para a LMC e que a LMC (como doenga primaria) pode favorecer
0 aparecimento de outros canceres devido a sua patologia ou ao tratamento com ITK.
Capitulo 2: Foi realizada uma revisao sistematica nas bases eletrénicas Pubmed, Web of
Science, Scielo e Scopus de ensaios clinicos randomizados que avaliassem a eficacia e
seguranga dos ITKs. Foram incluidos 24 estudos. A meta-analise em rede evidenciou que o
nilotinibe foi a melhor alternativa para o tratamento da LMC, tanto para os desfechos de
eficacia (resposta hematoldgica, citogenética e molecular) e seguranga (eventos adversos
gerais e hematoldgicos). Capitulo 3: Foi conduzida uma revisédo sistematica para abordar
os parametros farmacocinéticos dos ITKs tanto em pacientes saudaveis quanto em
pacientes com LMC. As buscas foram conduzidas no PubMed, Scopus e Web of Science,
sendo incluidos 49 estudos (bosutinibe=8, imatinibe=25, nilotinibe=11, ponatinibe=5). As
analises estatisticas foram conduzidas por meio de meta-analise e por simulagdo de monte
Carlo, demonstrando a necessidade de cuidado na coadministracao dos ITKs com indutores
e inibidores enzimaticos hepaticos, inibidores da bomba de préton, antiacidos e antagonistas
H2, assim como em pacientes com insuficiéncia hepatica. Capitulo 4: Com base na
importancia do monitoramento terapéutico para a eficacia clinica, um novo método por
UPLC-HRMS foi desenvolvido para determinagdo simultadnea dos ITKs. Os ITKs foram
detectados por fonte electrospray no modo positivo de ionizagdo. O padréo interno foi
oclacitinibe. O desenvolvimento do método foi realizado através do Analytical Quality by
Design. O solvente extrator selecionado foi acetato de etila: dietil éter. Para a separagéo dos
analitos foi usada uma coluna ciano e acetonitrila/agua (ambas com 0,06% de acido férmico
e 3,2 mM de formiato de amdnio) em modo gradiente. O método foi validado e apresentou-
se adequado para todos os parametros, podendo ser usado com confiabilidade para a
monitorizagao terapéutica.

Palavras-chave: Inibidor de tirosina quinase. Leucemia mieloide cronica. Sobrevida global.

Revisao sistematica. Monitoramento terapéutico



ABSTRACT

Chronic myeloid leukemia (CML) is a myeloproliferative pathology, characterized by the
presence of the Philadelphia chromosome. For the treatment of CML can be performed with
the following tyrosine kinase inhibitors (TKI): bosutinib, dasatinib, imatinib, nilotinib, ponatinib
and radotinib. Chapter 1: In this work, an observational retrospective cohort study was
initially conducted to characterize the population affected with CML from the Surveillance,
Epidemiology and End Results (SEER) database. Survival analyzes were performed using
the Kaplan-Meier methods and time-dependent Cox regression. The assessment of the
correlation between CML and other cancer was estimated through relative risk. 35,860
patients with CML were included. The factors associated with CML prognosis were age, sex,
year and diagnostic test, the tumor sequence and the patient's race. Cancers treated mainly
with radiotherapy predispose to CML and CML (as a primary disease) behaved as risk factors
for other cancers due to its pathology or treatment with TKI. Chapter 2: A systematic review
was performed in the electronic databases Pubmed, Web of Science, Scielo and Scopus, for
the inclusion of randomized clinical trials evaluating the efficacy and safety of TKI. 24 studies
were included. Network meta-analysis demonstrated that nilotinib was the best alternative
for the treatment of CML, both for efficacy (hematological, cytogenetic and molecular
response) and for safety outcomes (overall and hematological adverse events). Chapter 3:
A systematic review was conducted to address the pharmacokinetic parameters of ITKs in
both healthy and CML patients. The searches were conducted in PubMed, Scopus and Web
of Science, including 49 studies (bosutinib=8, imatinib=25, nilotinib=11, ponatinib=5).
Statistical analyzes were conducted through meta-analysis and Monte Carlo simulation, and
highlighted the need for caution when co-administering ITKs with hepatic enzyme inducers
and inhibitors, proton pump inhibitors, antacids and H2 antagonists, as well as in patients
with liver failure. Chapter 4: Based on the importance of therapeutic drug monitoring (TDM)
for clinical effectiveness, a new method by UPLC-HRMS was developed for simultaneous
determination of TKI. TKI were detected in the positive ionization mode using electrospray
as the source. The internal standard was oclacitinib. The method was developed using
Analytical Quality by Design. The extracting solvent selected was ethyl acetate:diethyl ether.
For the separation of the analytes, a cyano column was used as a stationary phase and
acetonitrile/water (both with 0.06% formic acid and 3.2 mM ammonium formate) in gradient
mode as a mobile phase. The method was validated according to the main bioanalytical
guidelines. The method was validated and proved to be suitable for all parameters and can
be used reliably for therapeutic monitoring.

Keywords: Tyrosine kinase inhibitor. Chronic myeloid leukemia. Overall survival.

Systematic review. Therapeutic monitoring
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1. INTRODUGAO

A leucemia mieloide crénica (LMC) é uma patologia mieloproliferativa (i.e.,
que tem origem na medula 6ssea), resultante da expansao clonal de células
hematopoiéticas. Essa doenga esta relacionada com a presenga do cromossomo
Philadelphia, formado pela translocagéo entre o proto-oncogene ABL (do inglés,
Abelson murine leukemia) encontrado no brago longo do cromossomo 9 (regiao
34 - 99g34) com o gene BCR (do inglés, breakpoint cluster region), localizado no
brago longo do cromossomo 22 (regido 11 - 22q11) [1-3].

Apesar de a LMC ser uma doenca rara, com incidéncia mundial anual de
1-2 casos por 100.000 habitantes, representa aproximadamente 15% do total de
casos de leucemias em adultos [4, 5]. No Brasil, no ano de 2014, o numero de
novos casos foi de aproximadamente 1.500, e a prevaléncia anual da LMC foi
estimada em 10.125 casos [6].

Atualmente, os inibidores de tirosina quinase (ITK) sdo considerados os
tratamentos medicamentosos padrées para a LMC, havendo os seguintes
medicamentos comercialmente disponiveis: bosutinibe, dasatinibe, imatinibe,
nilotinibe, ponatinibe e radotinibe. O objetivo deste arsenal terapéutico é obter
respostas hematoldgicas, citogenéticas e moleculares completas. Contudo, para
0 sucesso terapéutico, € imprescindivel que haja a sele¢do do medicamento e
do regime posolégico de forma adequada para cada paciente, considerando os
perfis de eficacia e seguranga das terapias disponiveis, seu acesso e custos [7].

Além disso, fatores como a ndo adesdao medicamentosa, ou possiveis
alteragdes farmacocinéticas podem comprometer a concentragao adequada do
farmaco na circulacdo sanguinea, e consequentemente, a sua eficacia
terapéutica. Os métodos bioanaliticos possibilitam a realizacdo do
monitoramento terapéutico e de estudos farmacocinéticos [8-10].

Considerando esse cenario de diversos farmacos disponiveis para a LMC,
aliado a crescente divulgagdo na literatura cientifica de evidéncias, e a
importancia da obtengdo dos niveis plasmaticos adequados das terapias
utilizadas, torna-se de suma importancia analisar criticamente as informacoes
disponiveis, desenvolver um método bioanalitico a fim de embasar decisées em
saude e politicas publicas e possibilitar o monitoramento terapéutico,
respectivamente. Para isso, o presente trabalho foi separado em quatro
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capitulos, com os seguintes temas: 1) condugdo de um estudo epidemiolégico
para caracterizar a populagdo com LMC e avaliar possiveis fatores de risco
relacionados a sobrevida da LMC, 2) condugdo de uma revisdo sistematica
visando a avaliar a eficacia e seguranga dos ITKs; 3) condugdo de uma revisao
sistematica para a avaliacdo dos parametros farmacocinéticos destes
medicamentos; e 4) desenvolvimento de um método bioanalitico para a

quantificagcdo em plasma humano.
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1.1. Objetivo geral

Avaliar a LMC com relag&o a aspecto epidemiolégico e medicamentoso.

Capitulo 1: Avaliar a sobrevida global da populagdo acometida pela LMC e
identificar canceres que podem ser fatores de risco para causar a LMC, ou ainda,
doencas em que a LMC é considerada fator de risco

Capitulo 2: Comparar a evidéncia do perfil de eficacia e seguranga dos inibidores
de tirosina quinase utilizados para LMC e ponderar seus riscos e beneficios.
Capitulo 3: Reunir sistematicamente evidéncias sobre os parametros
farmacocinéticos dos inibidores de tirosina quinase

Capitulo 4: Desenvolver e validar um método bioanalitico utilizando o Quality by
design através da cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
de alta resolugao para a quantificagao simultdnea destes farmacos em plasma

humano.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Leucemia mieloide cronica

A leucemia mieloide crénica (LMC) consiste em uma patologia
mieloproliferativa, resultante da expansao clonal de uma célula hematopoiética
pluripotente. Essa doenga € associada a translocagao entre o brago longo do
cromossomo 9 e o0 brago longo do cromossomo 22, denominado de cromossomo
Philadelphia (Ph). Nessa patologia, ha excessiva proliferacdo da linhagem
mieloide, seguida por uma perda progressiva da diferenciagdo celular e
terminando num quadro de leucemia aguda [11, 12].

Dentre os fatores de riscos que podem aumentar a probabilidade da
ocorréncia dessa patologia, destaca-se principalmente a exposi¢cao a radiagao,
evidenciado pela alta incidéncia da doenga em sobreviventes a bomba atémica
em Hiroshima e Nagasaki, ou pela demonstragéo in vitro da fusdo BCR-ABL em
células hematopoiéticas irradiadas [13-17]. Soma-se a este fator de risco
ambiental, a exposi¢cao ocupacional ao benzeno, e evidéncias epidemioldgicas
comprovando que o estilo de vida e o aumento da idade contribui para o

aparecimento da patologia [13, 18, 19].

2.1.1. Epidemiologia

A LMC, apesar de ser uma doencga rara com incidéncia de 1-2 casos por
100.000 habitantes, representa aproximadamente 15% dos casos de leucemias
em adultos [4]. Ha uma discreta predominancia no sexo masculino, na proporgao
de 3:2, contudo o desenvolvimento da LMC é similar em ambos os sexos [20-
22]. Acomete diferentes faixas etarias, sendo que a nivel internacional é
frequentemente diagnosticado entre 60 e 65 anos, enquanto no Brasil a mediana

de idade ao diagndstico € entre 40 e 45 anos [20, 23].

Nao existem predilegdes étnicas ou geograficas deste cancer, todavia,
devido a disponibilidade de farmacos e tecnologias de diagndstico a evolugao da
doenca tende a variar entre um pais e outro [4, 21, 22, 24].

Em 2016, aproximadamente 8.220 pessoas foram diagnosticadas nos
Estados Unidos com LMC, e ainda, 1.070 pessoas tiveram mortes vinculadas a

esta enfermidade [24, 25]. Com relagéo ao Brasil, 0 nUmero de novos casos em
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2014 foi de aproximadamente 1.500 [26]. Em 2012 foram registrados no sistema
de informacdes ambulatoriais do Sistema Unico de Saude — SUS (SIA-SUS)
81.001 procedimentos quimioterapicos de LMC em adultos, tendo uma

prevaléncia anual de 10.125 casos [23].

2.1.2. Patogenia

A LMC caracteriza-se pela translocacdo entre o cromossomo 9 e 22
1(9;22) (q34;911). Este é formado pela associagdo entre o proto-oncogenese
ABL (Abelson murine leukemial, virus de leucemia murina de Abelson) presente
no brago longo do cromossomo 9, na regidao 34 (9934); para o gene BCR
(breakpoint cluster region) localizado no brago longo do cromossomo 22 na

regidao 11 (22911) [1-3] Essa translocag¢ao € mostrada na FIGURA 1.

‘ BCR-ABL
==

QUEBRA
CROMOSSOMICA TRANSLOCAGAO

- -

o<

CROMOSSOMO 9

miN
¥
miiN

CROMOSSOMO 22

FIGURA 1. TRANSLOCACAO ENTRE O CROMOSSOMO 9 E 22
FONTE: Adaptado de Vieira (2016) [27]

2.1.2.1. Gene BCR

O gene BCR, apresenta 130 kb de comprimento e 23 éxons, além do
primeiro (e1’) e segundo (e2’) éxons alternativos. E responsavel pela codificagdo
de duas proteinas citoplasmaticas a p130°°" (4,5 kb) e p160°°" (7,0 kb). Estas sdo
expressas em maior concentracdo nos estagios iniciais da diferenciagdo da
linhagem mieloide e estdo vinculadas ao processo de transducao de sinal,

especialmente por aqueles regulados por proteina G [28, 29].
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O gene BCR é composto por pseudogenes: BCR1, BCR2, BCR3 e BCRA4.
O pseudogene BCR1 é o principal envolvido na translocagao 9;22, apesar dos
demais ja terem sido relatados no cromossomo hibrido 22g11. Além disso, o
gene BCR contém trés possiveis regides de quebra sendo estas major
breakpoint cluster region (M-BCR), minor breakpoint cluster region (m-BCR) e
micro breakpoint cluster region (u-BCR), demonstradas na FIGURA 2 [28-30].

O primeiro éxon do BCR apresenta papel significativo na agado do gene
hibrido, por estar sempre incluso neste gene independentemente da localizag&o
da quebra. Contém um dominio com atividade serina e treonina quinase,
dominios que se ligam a SH-2, além de uma regiao helicoidal de oligomerizacao
(coiled-coil domain) [16, 28-30].

Genes Proteins
mbcr M-ber u-ber
- o —— | mn
1 "2 2 34 56 8 9 111315 17 19 2123
s (IR ERTERE TR ) e

JUIN |t = - - — R p1es™

Ib la 23 4 567 8910 11

FIGURA 2. GENE BCR
FONTE: Adaptado de Quintas-Cardama (2019) [16]

2.1.2.2.Gene ABL

Consiste em um proto-oncogene humano homaologo ao oncogene v-ABL,
encontrado no virus da leucemia murina de Abelson, apresentando 11 éxons e
230 kb de comprimento. Codifica uma proteina nuclear de 145 kDa (p145),
majoritariamente presente no nucleo, com atividade de tirosina quinase e sobre
a modulacéao celular. Todavia, a atividade de tirosina quinase é controlada por
um mecanismo de auto-regulagao envolvendo interagdes intramoleculares entre
o dominio com o sitio catalitico da quinase (SH1) com os dominios SH2 e SH3,

assim como, com o grupo miristoil presente na por¢gao amino-terminal [30-32].

2.1.2.3. BCR-ABL
Em situagdes na qual ocorreu a translocagao dos cromossomos 9 e 22,
ha a fusdo de BCR e ABL formando o gene BCR-ABL. Nesta fusdo, o gene ABL

perde sua conformacdo inativa, resultando em alta atividade quinase
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constitutiva, enquanto o gene BCR apresenta os dominios de oligomerizagéo
que permite o agrupamento de proteinas quiméricas com consequente ativagao
da molécula ABL [30-32].

Este gene hibrido transcreve um RNA mensageiro quimérico, com
consequente tradugcdo em uma proteina quimérica de peso molecular variavel de
acordo com a localizagéo de quebra no gene BCR do cromossomo 22, visto que
no gene ABL a regido de quebra é constante no éxon a2 [33, 34]. Assim, podem
ser formadas as seguintes proteinas citoplasmaticas:

e p190: com 190 kDa, formada quando ha quebra na regiao minor
breakpoint cluster region (m-BCR), ao nivel de e1, produzindo o transcrito
ela2. Presente principalmente em casos de leucemia linfoide aguda
(LLA). Uma minoria de pacientes com LMC apresentam este transcrito.

e p210: com 210 kDa, associada a quebra na regido major breakpoint
cluster region (M-BCR), entre os éxons 13 e 14 (b2), ou 14 e 15 (b3),
produzindo as isoformas b2a2, e b3a2, respectivamente. Esta proteina
esta presente em 90% dos casos de LMC.

e p230: com 230 kDa, sintetizada a partir da clivagem na regidao micro
breakpoint cluster region (u-BCR), formando o transcrito e19a2, relatada
em paciente com leucemia neutrofilica crénica e raramente em LMC [35-
37].

Todas essas proteinas quiméricas, localizadas a nivel citoplasmatico,
estdo associadas a atividade tirosina quinase intrinseca, com consequente
descontrole na divisdo celular e evolugao da patologia. Durante este processo,
ha o comprometimento em diversas vias de sinalizagdo, que levam as seguintes

alteracoes fisiologicas:

Adesé&o celular

Em situagbes normais as células progenitoras hematopoiéticas se
associam ao estroma da medula éssea por meio de receptores 31 integrinas.
Contudo, durante o desenvolvimento desta leucemia, observa-se que a adesao
encontra-se comprometida, de forma que as células progenitoras néo recebem
os estimulos que inibem a proliferacdo, assim como, sao liberadas para a
corrente sanguinea na forma prematura [38-40]. Uma das possiveis causas

desta falha de adesao consiste em alteragdes relacionadas aos receptores de
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integrina das ceélulas progenitoras, assim como, a aquisicdo de interagdes
adesivas a outras proteinas presentes na matriz extracelular, tais como,

colageno do tipo IV e laminina [38-40].

Proliferacéo celular
Diversas vias de sinalizacdo sao afetadas pelo oncogene BCR-ABL,
incluindo as seguintes vias:

— Via Ras: Ras (Rat Sarcoma) € uma proteina de baixo peso molecular,
presente na superficie interna da membrana plasmatica e responsavel
pela transducdo de sinais que conduzem estimulos de diferentes
receptores celulares para fatores de transcricdo. Apresenta-se na forma
ativa associada ao GTP e na forma inativa ao GDP [38, 41-45]. Na
presenga da proteina BCR-ABL, a via de Ras encontra-se
constitutivamente ativa, em que o mecanismo molecular de ativacao de
Ras envolve proteinas GRB-2, CRKL e SHC. O principal alvo da via RAS
ativada s&o proteinas serinas-treoninas quinases, denominadas de
MAPK (proteina quinase ativad por mitdégeno, do inglés, mitogen
activated protein kinase) que ao serem ativadas culminam na
desregulagéo de fatores de transcricdo associados a diversos processos
celulares, tais como, proliferacao, diferenciacéo e transformagao celular
[38, 41-45].

— Via de JAK/STAT: as proteinas transdutoras de sinal e ativadoras de

transcricdo (STATs) sao consideradas fatores de transcricao
citoplasmaticos que sao fosforilados apds a interagao entre seu receptor
presente na superficie da célula com fatores de crescimento ou citocinas
[30, 46-50]. Essa fosforilacdo € mediada por proteinas Janus quinase
(Jak), ou também por quinases da familia SRC [30, 46-50]. Ao serem
ativadas, as proteinas STATs se dimerizam, e migram para o nucleo,
induzindo alteragdes na expressao génica [30, 46-50]. Dentre os membro
da familia STAT, destacam-se a STAT3 e STAT5, que sao vinculados a
LMC, por serem ativadas pelas oncoproteina BCR-ABL [30, 46-50]. A
STAT3 ao ser ativada constitutivamente inibe a diferenciagao celular,
enquanto a STATS apresenta papel fundamental na proliferagao celular

e na apoptose de células blasticas, por aumentar a expressao de ciclina
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dl, fundamental no ciclo celular, e também, a expressdo dos membros da
familia das proteinas antiapoptéticas BCL2, MCL-l e BCLXL [30, 46-50].
— Via de PI3-K: a enzima fosfoinositideo-3-quinase (P13-K), composta por
uma subunidade regulatéria (p85) e uma subunidade catalitica (p210),
age fosforilando o grupamento 3’hidroxila do anel inositol [51-57]. A
ativagdo desta proteina por BCR-ABL ocorre pela associagdo do gene
hibrido com o complexo GRB2-GAB2, fosforilando GAB2, ou ainda, a
ativacao de PI3-K é relacionado ao substrato 1 do receptor de insulina
(IRS-1), considerado mediador de ativacédo de PI3-K apds estimulos de
insulina, fator de crescimento e citocinas [51-57]. Com isso, ao ativar PI3-
K ha o aumento da sintese de fosfatidilinositol (3,4,5)-trisfosfato (PIP3) e
a diminuicdo de sua degradacéo, levando ao acumulo deste nas células,
que promovem a ativagao de proteinas efetoras como proteina quinase
B (AKT) [51-57]. A via de sinalizacdo PI3-K/AKT resulta na inibigcdo de
moléculas envolvidas na sinalizagdo pré-apoptética, como Bad e a
caspase-9, assim como, desencadeia o0 aumento da expressao de

moléculas inibidoras da apoptose [51-57].

Apoptose

A habilidade de expansdo da LMC esta relacionada ao desequilibrio na
homeostasia tecidual, desencadeado tanto pelo descontrole na proliferacao
celular quanto pela inibicdo de apoptose mediada pela oncoproteina BCR-ABL
[68-62].

A apoptose, também conhecida como morte celular programada, € um
processo organizado e regulado molecularmente, havendo modificacbes
morfolégicas caracteristicas, tais como, a condensagdao da cromatina,
fragmentacgao internucleossémica do DNA, colapso do citoesqueleto, formagao
de pregas citoplasmaticas e perda de volume com aumento da granulosidade
celular [58-62].

A ativacdo da apoptose pode ser iniciada por meio de duas vias:
extrinseca (citoplasmatica) e intrinseca (mitocondrial) [58-62]. A via extrinseca é
induzida pela ligagdo de grupos especificos a receptores presentes na
membrana, denominados receptores de fator de necrose tumoral [58-62]. Ja a

via intrinseca € iniciada pela transducédo de danos em sinais de estresse para a
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via mitocondrial, culminando em alteracbes de permeabilidade da membrana
mitocondrial e liberagdo do citocromo-c para o citosol, formando o complexo
apoptossomo, juntamente com dATP, Apaf-1 e pro-caspase-9 [58-62]. Ambas as
vias culminam na ativagao de uma cascata bioquimica, que envolve a ativacao
de caspases [58-62]. Essas proteases sao responsaveis pela hidrolise de
proteinas estruturais e funcionais, levando a alteragbes morfolégicas e
bioquimicas que favorecem no reconhecimento e eliminagdo dessas células
pelos fagocitos [58-62].

A apoptose é regulada por diferentes fatores inibidores e ativadores. Entre
os inibidores estdo presentes proteinas inibidoras da familia Bcl-2 (B-cell
lymphoma 2), e entre as proteinas ativadoras estdo o Fas [58-62].

O descontrole no processo apoptético presente na doenga hematologica
LMC é justificado pelas proteinas codificadas pelo oncogene BCR-ABL inibirem
a acao da caspase-3, prolongarem o periodo G2/M do ciclo celular, aumentarem
a expressao de proteinas antiapoptéticas, como BCL-2 e por inibirem proteinas
apoptaticas, havendo comprometimento do sistema Fas e da proteina Bad [58-
64].

2.1.3. Clinica

A evolucéo clinica da LMC apresenta trés fases distintas, baseadas em
caracteristicas clinicas e laboratoriais denominadas como fase crénica (FC), fase
acelerada (FA) e crise blastica (CB) [65-67].

2.1.3.1. Fase crbnica

Representa a primeira fase dessa patologia, em que o numero de células
imaturas (blastos) séo inferiores a 10% das células sanguineas [23, 24, 65, 67-
71]. Em geral, consiste numa fase assintomatica, entretanto, alguns pacientes
relatam fadiga, cefaleia, febre e perda de peso, e um achado frequente no exame
fisico é a esplenomegalia [23, 24, 65, 67-71].

O diagndstico de LMC é comumente realizado nesta fase, sendo baseado
nos achados clinicos, citogenéticos e hematoldgicos tanto do sangue periférico,

quanto da medula éssea [72, 73]. Assim, além do numero de blastos inferior a
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10%, comumente ha basofilia inferior a 20% e a trombocitose, com numero de
plaquetas superior ou igual a 100.000 plaquetas/uL [72, 73].

A progressao nessa fase é lenta, podendo durar de meses a anos antes
de evoluir para a proxima fase, denominada fase acelerada [23, 24, 65, 67-71].
Além disso, o tratamento nessa fase inicial apresenta melhores respostas,
podendo prevenir a progressao da doenga e prolongar a sobrevida do paciente
[23, 24, 65, 67-71].

2.1.3.2. Fase acelerada ou avangada

Considerada uma etapa de transigao gradual para a fase blastica, a fase
acelerada dura em média de trés a dezoito meses [67, 74, 75]. A progresséo da
LMC para esta fase € relacionada a instabilidade genética, predispondo a
manifestacédo de outras anormalidades moleculares [75-78]. Com isso, 0s clones
leucémicos nesta fase apresentam menor resposta aos tratamentos disponiveis
devido as mutagdes no sitio de ligacdo do ATP de BCR-ABL [67, 74, 75].

Os critérios definidos pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS) para a
caracterizagdo dessa fase incluem parametros hematoldgicos, morfolégicos e
citogenéticos. Assim, caracteriza-se pelo numero de blastos na medula 6ssea e
no sangue periférico entre 10 e 19% além de quadros de leucocitose, basofilia
superior a 20%, anemia, trombocitopenia (<100.000 plaquetas/uL) ou
trombocitose (>1.000.000 plaquetas/uL) e a persisténcia ou aumento da

esplenomegalia [3, 72, 73].

2.1.3.3. Crise blastica

A terceira fase é considerada a fase terminal da LMC, denominada de
crise blastica. Essa fase € semelhante, clinicamente, a leucemia aguda, uma vez
que os clones leucémicos perdem a capacidade de diferenciagao, resultando em
um numero elevado de células imaturas (blastos >20%) no sangue e na medula
Ossea [36, 59, 77]. Nesta fase sdo observadas mutacdes genéticas secundarias,
alteragdes citogenéticas e delegbes de genes supressores de tumor [36, 59, 77].
Dura em média de trés a seis meses, sendo que, ao entrar na crise blastica,
raramente os pacientes alcangam remissao, evoluindo em muitos casos para o
Obito [24, 65].
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2.1.4. Diagndstico

A LMC geralmente é diagnosticada na fase crbénica, apresentando
sintomas inespecificos, ou em muitos casos, a patologia € assintomatica, sendo
somente diagnosticada através de exames de rotina [3, 79]. Diferentes métodos
sdo utilizados para o diagndstico da LMC, com destaque para o exame
microscopico de sangue periférico e medula éssea, exame citogenético e

biologia molecular [3, 24, 79].

2.1.4.1. Hemograma e mielograma

O diagnéstico da LMC pode ser realizado inicialmente através do exame
microscopico do sangue periférico, e € considerado fundamental para o calculo
de risco de prognéstico e para a distingdo das fases clinicas [4, 80]. Pacientes
com LMC apresentam alteragdes caracteristicas no hemograma, relacionadas a
contagem de células e a observagdes no esfregaco [36, 74, 81]. Os achados
hematoldgicos especificos incluem leucocitose, com valores superiores a
25.000/uL; granulocitose com desvio a esquerda, destacando a presenga de
blastos leucémicos; basofilia e eosinofilia [3, 24, 82, 83]. Ainda, € comum
quadros de anemia discreta e comprometimento plaquetario, resultando em
trombocitose ou trombocitopenia [3, 83].

O mielograma apresenta hipercelularidade, levando a um desequilibrio na
relacdo de granulocitose-eritropoiese (com relacdo de 10:1 e 30:1), e
predominando células imaturas. Ainda, a medula 6ssea é marcada por
hiperplasia no setor megacariocitico [3, 74, 82-85]. O exame de bidpsia de
medula 6ssea demonstra hipercelularidade, devido a proliferagdo elevada de

granulécitos e megacariécitos, e ha ampliacao de fibras de reticulina [74, 83-85].

2.1.4.2.Citogenética

Considerada um teste confirmatério para a leucemia, a analise
citogenética visa avaliar as anormalidades cromossOmicas presentes, podendo
ser alteracdes estruturais ou numéricas [86-88]. Além disso, as analises
citogenéticas podem ser divididas nas técnicas classicas, envolvendo cultivo

celular, e citomolecular, com o uso de sondas especificas [88, 89].
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Na LMC, as células leucémicas apresentam o cromossomo translocado
Ph (19;22) (q34.1; 911.2) em 90% dos casos [5, 81, 82, 89-91]. Assim, para o
diagnostico de LMC, a metodologia classica por banda G empregando
preferencialmente amostras de aspirado medular, € considerada o exame de
escolha para identificar essa anormalidade cromossdmica [81, 86, 88, 90, 92].
Para a realizac&o deste ensaio, inicialmente, a amostra € submetida a lavagem
com meio especifico e a incubagdo em estufa de CO2, e em seguida é adicionado
colchicina para a inibicdo mitética. Com isso, é realizada a hipotonizacéo,
permitindo a entrada de agua nas células por osmose, a separagao dos
cromossomos e a eliminagao de restos citoplasmaticos; e a fixagdo com acido
aceético e metanol, 1:3. Por fim, o material € espalhado em lamina e corado com
corante convencional — Giemsa [88, 92].

Além da deteccédo do cromossomo Ph classico, é possivel com base na
técnica citogenética classica, o diagnostico do cromossomo Ph variante, que
pode estar relacionado a formas mais agressivas da doenca, devido a alteragdes
adicionais em outros genes ou a fenbmenos de instabilidade genémica [81, 86,
90, 92, 93].

A metodologia classica, embora de baixo custo e de grande importancia
no diagnostico e na avaliagdo prognostica da doenga, tem como limitagdo o
tempo de analise, a dependéncia de amostras de metafases em boas condi¢des
e a preferéncia por amostras de medula 6ssea, tornando o método invasivo [5,
86]. Além disso, a auséncia do cromossomo Ph favorece a busca da presenca
do rearranjo BCR/ABL pela técnica de hibridacao in situ por fluorescéncia (Fish)
para a confirmag¢ao da doenca [87].

A técnica de Fish permite a deteccao de alteracbes cromossdmicas com
base em sondas marcadas com corantes fluorescentes, sendo uma sequéncia
de bases complementares ao alvo [86, 92-94]. Para a LMC, emprega-se
principalmente a sonda Locus Specific Identifier, que representa uma mistura de
sondas, em que o gene BCR apresenta coloragao verde, o0 cromossomo 22 a cor
vermelha, e a presenca do gene hibrido desencadeia a coloracdo amarela em
microscopia de fluorescéncia [92, 93].

A avaliacdo das células neoplasicas através da metodologia de Fish,
apesar de permitir a analise de cromossomos em metafase e intérfase, e a

capacidade de deteccao de alteragdes estruturais inviaveis pela citogenética
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convencional, consiste em um método com sensibilidade relativamente baixa e
oneroso e que tem como requisito fundamental a disponibilidade de sondas
especificas para as alteragcbes e um sistema de microscopio de fluorescéncia

com captura de imagem [79, 95].

2.1.4.3. Molecular

Entre os métodos moleculares, a reagdo de polimerase em cadeia (do
inglés, polymerase chain reaction - PCR) destaca-se pela sensibilidade
(detectando uma célula leucémica a cada 100.000 células normais) e pela
capacidade de amplificagdo do material genético (DNA ou RNA) através de
amostras de medula ou sangue periférico. A reacdo tem como principio os
primers, par de oligonucleotideos considerados iniciadores da reagdo de
amplificagdo. Estes atuam identificando o local do material a ser amplificado,
visto serem complementares a esta fita [79, 96].

A técnica de PCR envolve trés etapas, havendo inicialmente a
desnaturacdo, que rompe pontes de hidrogénio através da elevagdo na
temperatura; em seguida ha o anelamento, que consiste na ligagao dos primers
a regiao especifica, e por fim, ha a polimerizagao da nova fita de DNA. A reacao
de transcriptase reversa - PCR (RT-PCR) tem como diferencial uma etapa
anterior, que consiste na utilizagdo de RNA como molde, sendo este transcrito
para cDNA (DNA complementar) e posteriormente submetido a amplificacao.
RT-PCR consiste no método de escolha para a caracterizagdo molecular da LMC
[97-99].

Uma variante do método PCR é o nested PCR, em que a reagao envolve
dois pares de primers diferentes, sendo que o segundo par reconhece uma
por¢cao mais interna, aumentando a sensibilidade e especificidade do método.
Além disso, esta técnica permite a identificacdo das transcricdes frequentes
e13a2 e el14a2 (que podem influenciar na resposta ao tratamento); além da
identificagéo do transcrito atipico e1a2 [79, 96].

Além da analise qualitativa, avaliando a preseng¢a ou nao dos transcritos
BCR-ABL, o PCR pode ser quantitativo, estimando a concentracido de DNA ou o
numero de sequéncias transcritas [100]. Dentre as técnicas quantitativas,

destaca-se o PCR em tempo real, que tem sido uma ferramenta amplamente
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aplicada, possibilitando monitorar ciclo a ciclo, permitindo assim, a analise
precisa dos produtos durante a fase exponencial de amplificagao [100]. Ainda, é
baseada no uso de sondas fluorescentes com sequéncias especificas, na qual a
intensidade do sinal € proporcional a concentragcdo do produto. Existem dois
tipos de sistemas principais de fluorescéncias, o SYRB Green e o Taqg Man. Os
resultados sao expressos pela razdo BCR-ABL/ABL. A quantificacdo dos
transcritos deve ser feita a cada trés meses [79, 100, 101].

Como apresentado na FIGURA 3, durante o tratamento ha o declinio de
células tumorais, desencadeando inicialmente a redugdo no numero de
leucdcitos contados no sangue periférico, alcangando assim a resposta
hematoldgica completa. Em seguida, ocorre a redugao na analise da medula por
meio de Fish e, por fim, nota-se a diminuigdo dos transcritos BCR-ABL no sangue
periférico e medula éssea, comprovando desta forma a maior sensibilidade deste
método. Entretanto, ao alcangar a resposta molecular completa (CMR) o
paciente pode apresentar uma carga leucémica residual, e, consequentemente,
desencadear o reaparecimento da doenca em caso de descontinuagao ou
ineficacia do tratamento [24, 101].

Essa técnica molecular tem sido utilizada principalmente em casos de
fibrose medular ou em situagdes em que o cariotipo ndao apresenta alteragdes
compativeis com a doenca, entretanto a suspeita de LMC persiste. Entretanto, o
PCR tem como limitacdo a necessidade de apropriado aparato laboratorial,
pessoal técnico treinado, o alto custo e a capacidade de identificar somente

sequéncias ja conhecidas para as quais hajam primers disponiveis [100].
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FIGURA 3. DECLINIO DA RESPOSTA DURANTE O TRATAMENTO
FONTE: Adaptado de Luu (2013) [101]

2.1.5. Tratamento

O tratamento da LMC varia de acordo com a fase em que se encontra a
doenca ao ser diagnosticada [24].

O monitoramento da resposta terapéutica deve ser realizado visando a
detecgdo precoce de ineficacia e alteragdo terapéutica. De acordo com a
European Leukemia Net (ELN) e a National Comprehensive Cancer Network
(NCCN), o tratamento e monitoramento do paciente deve ser baseado nas
respostas hematoldgica, citogenética e molecular (TABELA 1) [24, 102, 103].
Ainda, estas metas devem ser contempladas em um periodo de 3, 6 € 12 meses,
conforme orientado pela ELN e a NCCN, como demonstrado na TABELA 2 [24,
101-103].
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TABELA 1. RESPOSTA DO MONITORAMENTO TERAPEUTICO DE

ACORDO COM A ELN/NCCN

RESPOSTA ELN NCCN
Completa (CHR): Auséncia
Completa (CHR): Leucdcitos <10x10°.L7; de blastos ou células

Hematoldgica

Basdfilos <5%; Auséncia de granuldcitos
imaturos no sangue periférico; Contagem de
plaquetas < 450 x10°.L-'; Bago ndo palpavel

imaturas;

e Auséncia de sinais e
sintomas, incluindo
aumento do baco

Completa (CCyR): auséncia de cromossomo
Ph;
Parcial (PCR): Ph > 1-35%;

Completa (CCyR): auséncia
de cromossomo Ph;
Parcial(PCR): Ph 2> 1-35%;

Citogenética  \ionor: ph > 36-65%: Maior (MCyR): Ph = O-
Minima: Ph = 66-95%; 35%;
Nenhuma : Ph > 95% Menor: Ph > 35%
Inicio: BCR/ABL<10%;
Completa (CMR): transcritos de BCR/ABL %((m—'\/g)-'d:%_gmggg
Molecular indetectaveis; ¢ 9

niveis de BCR/ABL;
Completa (CMR): BCR/ABL
indetectaveis

Nota: ELN, European Leukemia Net; NCCN, National Comprehensive Cancer
Network; FONTE: [24, 103]

Maior (MMR): razdo BCR-ABL/ABL <0,1%

TABELA 2. MONITORAMENTO DA RESPOSTA TERAPEUTICA DE ACORDO
COM A ELN E NCCN

ELN
Tempo Otima (continuar o In(trig:ﬁg'rzrr'o Faléncia (mudar o NCCN
tratamento) . tratamento)
atenciosamente)
3 meses BCR/ABL<10% e/ou BCR/ABL>10% BCR/ABL
Ph+< 95% e/ou Ph+>95% <10%
BCR/ABL <10% o BCR/ABL>10% BCR/ABL
6 meses elou Ph+<35% Ph+=> 35-65% elou Ph+>65% <10%
12 meses BCR/ABL 1% e/ou BCR/ABL>1% e/ou = BCR/ABL
Ph+ 20 Ph+21% 1%
Perda de resposta
Apés 12  BCRIABL<1% elou  Perdadaresposta  nematologicae  gop/ag)
X citogenética o
meses Ph+ 20 molecular major <0,1%
completa, e
mutacdes

Nota: ELN, European Leukemia Net; NCCN, National Comprehensive Cancer
Network; FONTE: [24, 103]

2.1.5.1. Inibidores da tirosina quinase (ITK)

Atualmente, os ITK s&o considerados tratamento de primeira escolha

durante a abordagem terapéutica da LMC [104]. A importancia dessas terapias
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esta relacionada ao fato das proteinas com atividade de tirosina quinase, como
a BCR-ABL, catalisarem a transferéncia de adenosina trifosfato (ATP) para
residuos de tirosina, que ao serem fosforiladas resultam em alteragdes
fenotipicas presentes na doenca [33]. Como as proteina quinases necessitam de
ATP para a fosforilagdo, essa classe terapéutica atua impedindo esta etapa,
desencadeando a inibicdo da atividade quinase, e consequentemente, a

reversao das alteragdes ou a apoptose dessas células [105].

Mesilato de imatinibe

Aprovada em 2001 pela agéncia norte-americana U.S. Food and Drug
Administration (FDA), o mesilato de imatinibe (Gleevec®) representa o
tratamento de primeira linha dentre os ITK para LMC tanto a nivel internacional
quanto nacional [23, 106, 107]. Esse farmaco apresenta como mecanismo de
agao o bloqueio competitivo do sitio de ligagdo do ATP no dominio quinase de
BCR-ABL, fazendo com que a porcdo ABL da tirosina quinase permaneca na
sua forma inativa, ou seja, sem acao catalitica [108, 109]. Ainda, o imatinibe tem
agao antagonista em outros receptores de tirosina quinase, como o PDGF (fator
de crescimento derivado de plaquetas/platelet derived growth factor) e o SCF
(fator da célula tronco/stem cell factor). Estes estdo associados a excessiva
proliferacao celular presente em diversas patologias [110].

Na fase cronica da LMC recomenda-se o0 uso deste farmaco em
monoterapia como primeira abordagem, na dose de 400 mg/dia. Além disso, este
farmaco é recomendado na fase acelerada (600 mg/dia) e na crise blastica
(600mg/dia) [23, 24]. A eficacia do imatinibe é baseada nas respostas
hematoldgica, citogenética e molecular, como demonstrado na TABELA 1 [102].
Apesar da alta percentagem de resposta frente ao tratamento, estima-se que um
percentual desses pacientes apresente falha terapéutica. Essa falha pode estar
relacionada a falta de adesdo terapéutica, favorecendo assim, ao mau
prognostico da LMC [111-115].

Outro fator que contribui para a ineficacia do tratamento é a resisténcia a
este farmaco [108]. A resisténcia pode ser classificada em primaria, quando o
paciente nao apresenta resposta desde o inicio do tratamento, ou secundaria ou

adquirida, em que ha perda de resposta [96, 116]. Dentre os mecanismos sao
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subdivididos em mecanismos independentes de BCR-ABL, e dependentes de
BCR-ABL, sendo estes responsaveis pelas resisténcia primarias e secundarias,
respectivamente [96, 116]. Dentre os mecanismos independentes de BCR-ABL
ha o aumento da proteina a1-glicoproteina, proteina de fase aguda presente em
processos patologicos como inflamagéo cronica e canceres. Este interage com
farmacos neutros e basicos, como o imatinibe, comprometendo as propriedades
farmacocinéticas e farmacodinédmicas deste [117, 118]. Além disso, podem
ocorrer alteracbes nos mecanismos de transporte do farmaco, relacionados ao
aumento da expressdao da P-glicoproteina, codificada pelo gene MDR1
(Multidrug Resistance 1), ou ainda, pelo aumento da proteina BCRP (Breast
Cancer Resistance Protein), codificada pelo gene ABCG2 (ATP-binding cassete
transporter G2). Estas proteinas atuam aumentando o efluxo do farmaco,
resultando em concentragdes sub-terapéuticas em nivel celular [116, 119].

Com relagdo aos mecanismos dependentes de BCR-ABL, destacam-se
as mutagdes pontuais no dominio da tirosina quinase BCR-ABL que representam
o principal mecanismo de resisténcia secundaria [120, 121]. Tais mutacdes
podem ser subdivididas entre as que se situam no sitio de ligagdo ao ATP,
alteragbes no dominio catalitico, as do loop de ativagao, impedindo a mudancga
conformacional da quinase, e as que nao permitem a ligacdo direta do
medicamento [107, 122]. Outro mecanismo € a amplificagdo do gene BCR-ABL.
Esta amplificagdo desencadeia 0 aumento da proteina codificada por este gene,
assim, ha um aumento do alvo terapéutico sendo necessario o aumento da dose

terapéutica do imatinibe [122, 123].

Dasatinibe

Considerado farmaco de segunda geracao, o dasatinibe (Sprycel®) foi
aprovado pela FDA em 2006 para o tratamento de LMC [124] e é considerado
tratamento de segunda linha no Brasil de acordo com o PCDT de LMC [23].
Possui propriedade inibitéria sobre as familias quinases SRC e ABL,
apresentando agao tanto nas formas inativas quanto ativas do ABL [5, 107, 125,
126]. Além disso, é ativo contra c-kit, PDGF e EPHA2 [124].

De acordo com a NCCN, o dasatinibe pode ser usado como opcao de

tratamento de primeira escolha na fase cronica e acelerada, na dose de 100
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mg/dia e 140 mg/dia, respectivamente [24, 125]. Além disso, pode ser utilizado
em casos de leucemia linfoblastica aguda Ph positivo [126].

Comparado ao imatinibe, apresenta-se 325 vezes mais potente do que
este, sendo orientado seu uso principalmente para pacientes que apresentam
resisténcia a outros tratamentos [107, 124, 125, 127, 128]. A atividade do
dasatinibe frente a diversas mutagdes deve-se a este farmaco nao interagir com
alguns residuos do ABL envolvidos com as mutacdes [124]. Entretanto, ele é
ineficaz no tratamento de pacientes com resisténcia adquirida pela mutacao
T315l, em que ha a troca do aminoacido treonina (ACT) pela isoleucina (ATT) [5,
124, 126, 128].

Além disso, alguns estudos tém demonstrado que dasatinibe apresenta
agao inibitéria sobre Statb (do inglés, signal transducer and activator of
transcription). Este é ativado pela atividade tirosina-quinase de BCR-ABL e
desempenha um papel importante sobre a expressao de genes vinculados a
proliferagcao celular na LMC. Deste modo, a inibicdo de Stat5 é acompanhada da

inibicao da proliferacao celular e indugao de apoptose [125, 129, 130].

Nilotinibe

O nilotinibe (Tasygna®) € um derivado da fenilaminopirimidina que
demonstra ser 30 vezes mais potente que o imatinibe por apresentar maior
seletividade e afinidade a quinase ABL [107, 119, 126, 131, 132]. Ele foi
aprovado pela FDA em 2007, sendo recomendado como opg¢ado de primeira
escolha na fase cronica e acelerada de acordo com os protocolos internacionais,
nas doses de 300 mg/dia e 400 mg/dia, respectivamente [24, 106, 107]. Contudo
de acordo com o PCDT da LMC no Brasil, o nilotinibe deve ser utilizado como
tratamento de segunda linha, sendo empregado em casos de falha terapéutica
ou intolerancia ao mesilato de imatinibe, apds escolonamento de dose [23].

Nilotinibe interage com Glu286 e Asp381 formando uma molécula
AMN107, que € um inibidor ATP competitivo da ativagdo da proteina tirosina
quinase BCR-ABL prevenindo a ativagdo das vias mitogénica e antipoptética
dependentes do BCR-ABL [126, 133].

Apresenta atividade contra quinase ABL, c-Kit e PDGF, todavia, nao

demonstra acgao significativa sobre a familia SRC [119, 132, 134]. Ainda,
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apresenta-se efetivo contra diversas formas mutantes de BCR-ABL, exceto a
T3151 [131, 134, 135]. Essa efetividade frente a mutagcées e o maior potencial
comparado ao imatinibe esta relacionada ao fato de nilotinibe fazer menos

ligacdes de hidrogénio com a quinase, do que imatinibe [116, 133].

Bosutinibe

O bosutinibe (Bosulif®) consiste em um composto 4 anilino-3-quinolino-
carbonitrila que foi aprovado em 2012 pelo FDA, sendo um farmaco de segunda
geracao recomendado pela NCCN como tratamento de segunda escolha para a
fase acelerada, na dose de 500 mg/dia [24, 107, 126].

O bosutinibe € um potente agente antiproliferativo e pré-apoptatico, sendo
200 vezes mais eficiente e potente que o imatinibe, e apresentando agdo em
casos de resisténcia adquirida ao imatinibe, com excegcao da mutagao T315l [24,
107, 126]. Atua sobre as quinases da familia ABL e SRC, apresentando com
isso, agao frente a outra neoplasias associadas as quinases da familia SRC [136,
137]. Além disso, demonstra maior especificidade que o imatinibe e o dasatinibe,
por nao inibir significativamente a atividade das quinase c-kit e PDGF, desta
forma, ha reducdo dos efeitos colaterais comparado aos farmacos menos
especificos [5, 116, 136, 137].

Ponatinibe

Ponatinibe (Iclusig®) é um representante de ITK de terceira geragao
aprovado em 2012 pelo FDA para pacientes com LMC em fase acelerada e
leucemia linfoblastica aguda cromosso Philadelphia positivo [24, 138].

Este farmaco € um potente inibidor BCR-ABL que em sua estrutura inclui
uma ligagao tripla carbono-carbono, permitindo a ligagdo com alta afinidade ao
dominio quinase ABL, independentemente da existéncia da mutacao T315I, visto
que a tripla ligagao evita o impedimento estérico provocado pela presenga da
isoleucina na posi¢ao 315 [139, 140].

Além disso, o ponatinibe inibe outras quinases, incluindo FLT3 (do inglés,
Fms-related tyrosine kinase 3), c-Kit, Ret (do inglés, Rearranged during
transfection) e membros das familias FGFR (do inglés, fibroblast growth factor

receptor 1), PDGF (do inglés, platelet-derived growth factor receptor), SRC e
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VEGFR-2/KDR (do inglés, vascular endothelial growth factor receptor-2/kinase
insert domain receptor). Entretanto ndo inibe membros da familia Aurora quinase
[56, 139, 141, 142].

Radotinibe
O radotinibe (Supect®) € um inibidor oral do BCR-ABL1 de alta afinidade,

com forte semelhanga estrutural com o imatinibe e especialmente com o
nilotinibe. Tem acgao efetiva frente a algumas mutagées como V299L, F311lI,
F317L, M315T, V299L, F317L, com exceg¢ao do T315l. Atualmente € aprovado
somente pela agéncia reguladora coreana como tratamento de primeira linha
quanto de segunda linha da LMC [143].

2.1.5.2. Imunomodulador

Interferon alfa (IFN-a)

O Interferon alfa ndo é recomendado como tratamento inicial para LMC,
entretanto é considerado uma opg¢ao em casos de pacientes que apresentam
intolerancia aos efeitos colaterais dos ITK [144, 145].

A dose orientada é de 5.000.000 Ul/m2/dia, via subcutanea, continuo.
Podem ser usadas doses menores visando a aumentar a tolerancia sem
prejudicar a eficacia do tratamento. A dose maxima diaria é de 9.000.000 Ul/dia
[23, 146].

O uso isolado ou associado do IFN-a a um tratamento de quimioterapia
pode culminar em resposta citogenética completa de 5 a 15% e taxa de
sobrevida em 5 anos dos 50-59% dos grupos tratados, comparado com 29-44%
dos pacientes que recebem busulfan e hidroxiureia [23, 145, 147].

IFN-a atua modulando a expressado génica de aproximadamente 300
genes, por ligar a receptores (IFNAR-1 e IFNAR-2) que conduzem a ativagéo
das JAKs (Janus quinases) [148]. Estas tirosina-quinases citoplasmaticas ao
serem ativadas fosforilam e ativam as STATs (transdutoras de sinal e ativadoras
de transcrigdo/ signal transducers and activators of transcription), as quais
migram para o nucleo, onde estimulam a transcricado de genes-alvos especificos

[147-149]. Assim, o IFN-a influencia na diferenciacdo celular e apoptose, por
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apresentar agado sobre genes responsaveis pela codificagdo de proteinas
apoptéticas, como TRAIL, FAS, caspase-4, caspase-8 e XAF-1 proteinas
antivirais, como PKR, 2050A oligoadenilato sintetase, proteinas Mx [149]. Ainda,
age sobre genes relacionados a proteinas que regulam o ciclo celular como pRb
(proteina do retinoblastoma), cdc25A (do inglés, cell division cycle 25 homolog
A), ciclinas D3, E, A e ciclinas dependentes de quinase (cdk4, cdk6) e também
IFN-a inibe diretamente o crescimento celular e a proliferagdo por desencadear
a supressao na produgao de citocina estimulatérias como GM-CSF (do inglés,
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) IL-1b (interleucina-1b), e a
estimulagao da sintese de citocinas inibitérias como IL-1 [145, 147-150]

Outra agao do IFN-a é o efeito imunomodulador relacionado a agéo sobre
genes vinculados a proteinas imunomoduladoras (por exemplo, MHC | e Il, LMP-
2, o inibidor de C1), proteinas de defesa do hospedeiro (por exemplo, PKR, 1-9
IRF, IL-15, IL-6), e fatores de transcrigao (por exemplo, STAT1, STAT2, ISGF3 -
g, IRF1-7) [149, 151]. Além disso, modula a ativagao de células imunoldgicas do
hospedeiro incluindo linfocitos B e T, células NK (do inglés, natural killer) e
células apresentadoras de antigeno - células dendriticas [144, 151, 152].

Destacam-se como efeitos colaterais agudos a anorexia, febre, mialgia e
dores de cabega, e como efeitos crénicos a fadiga, perda de peso, mialgia,
artralgia, depressdo e complicagbes imunolégicas como anemia hemolitica,
trombocitopenia, hipotireoidismo [145]. Sintomas caracteristicos de toxicidade

sao quadros de neutropenia ou ulceras orais persistentes [23, 147].

2.1.5.3. Quimioterapia

Os quimioterapicos afetam o funcionamento celular tanto de células
neoplasicas como normais. Esta é recomendada em casos de pacientes que nao

respondam adequadamente aos ITK [24].

Hidroxiureia

Hidroxiureia consiste em um tratamento quimioterapico indicado para
diversos tipos de cancer e doengas sanguineas [153]. Atualmente, sé é
empregada no tratamento de LMC visando a citorreducgao inicial ou paliagao. Seu

mecanismo de agao esta vinculado ao controle de proliferagao celular por inibir
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a ribonucleotidio redutase e, consequentemente, levar a apoptose celular
através do estresse celular e da ativagao da via intrinseca [59], isso porque nao
produz resposta citogenética ou molecular [23, 154].

Pode ser usada para controle hematologico em todas as fases. A dose
inicial recomendada é de 2g/dia por via oral, com excecédo de paciente com
contagem de leucdcitos elevada, em que a dose inicial € de 3-4 g/dia. A dose de
manutencdo deve ser corrigida de acordo com a contagem leucocitaria,
entretanto, deve ser interrompido o tratamento quando o numero de leucocitos e
plaquetas séo inferiores a 2.500/ mm3 e 100.000/mm?3, respectivamente [23].

Sintomas gastrointestinais e dermatoldgicos sao os principais eventos

adversos relacionados a este tratamento [155].

Omacetaxina

Administrado por injegao subcutanea, mepesuccinato de omacetaxina foi
isolada da planta Cephalotaxus harringtonia e aprovado em 2012 pelo FDA para
o tratamento de pacientes adultos em fase crénica ou acelerada com resisténcia
ou intolerancia a dois ou mais ITK [156-158]. Entende-se por resisténcia quando
0 paciente ndo responde mais ao tratamento, e por intolerancia quando ha a
necessidade de romper o tratamento pela severidade dos efeitos colaterais [24].
Estudos evidenciam que a omacetaxina € ativa contra mutagdes de ITK, como
T315l, pois n&o interage com dominios quinases de BCR-ABL [157, 159].

Este quimioterapico impede a sintese de proteina, por inibir a fase de
alongamento da tradugéo ao bloquear a ligagdo do aminoacil-tRNA ao sitio A na
subunidade ribossomal 60-S [156, 159]. O efeito antileucémico da omacetaxina
€ principalmente associado a indugao de apoptose em células leucémicas pela
ativacao de proteinas apoptoéticas, como caspase-9, caspase-8 e caspase-3, e
pela liberacao de citocromo c¢, diminuindo o potencial da membrana mitocondrial
[157, 158].

Os principais efeitos colaterais relacionados ao uso deste tratamento séo
hematoldgicos que seria a granulocitopenia e trombocitopenia. Como efeitos nao
hematoldgicos destacam-se diarreia, fadiga, febre, nausea, dores de cabeca,

anorexia, hiperglicemia e taquicardia [157].
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2.1.5.4. Transplante de células hematopoiéticas (TCTH)

O transplante de células-tronco hematopoiéticas alogénicas representa o
unico tratamento curativo para LMC, ndo sendo indicado o transplante de
células-tronco hematopoiéticas autélogas [23, 160].

Somente um terco dos pacientes com LMC sdo aptos para este
procedimento, associado a limitagado do numero de doadores [161]. Recomenda-
se a realizagdo da tipagem HLA (do inglés, human leukocyte antigen) dos
pacientes para a procura de possiveis doadores, podendo ser doadores
aparentados (familiares) ou doadores do registro Brasileiro de Doadores
Voluntarios de Medula Ossea (Redome) [162].

Antes do TCTH, o receptor passa por regime de condicionamento
denominado mieloablativo, em que s&o administradas altas doses de agentes
citotoxicos para a destruigdo completa das células malignas e normais da medula
O0ssea do receptor. Em seguida, é realizada a infusdo de células-tronco
hematopoiéticas provenientes do doador, sendo substituidas as células
destruidas por células novas [24, 162].

Para o transplante devem ser levados em consideragao o tipo de doador,
estagio da patologia, idade do receptor, combinacédo de sexo entre o receptor e
o doador e o intervalo entre o diagndstico da doenga e o transplante. Assim,
quando ha doador HLA compativel, a chance de sobrevida por mais 5 anos apos
o TCHT no estagio inicial da doenga (fase cronica) é proxima de 70%, enquanto
na fase blastica a chance de sobrevida de 3 a 5 anos é de 10 a 20%. O risco no
transplante € reduzido no casos em que a idade do receptor € menor de 40 anos
e o receptor e doador sdo do mesmo sexo [161, 163].

O transplante é recomendado principalmente em casos de falha
terapéutica dos ITK e nos casos de LMC em fases avancadas. Entretanto, neste
ultimo caso, antes do TCTH é orientado o uso de ITK para retornar a fase cronica,
para entdo realizar o transplante [160, 163].

Apos o transplante pode ocorrer recidiva clinica, que consiste no
reaparecimento de manifestagbes hematoldgicas, ou recidiva citogenética, neste
caso ha o reaparecimento de metafases na medula 6ssea ou no sangue

periférico que contém o cromossomo Ph [163].
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2.2. Analise de sobrevivéncia

A analise de sobrevivéncia, comumente relatada em estudos oncoldgicos,
€ um conjunto de abordagens estatisticas aplicada em estudos longitudinais
(estudo de coorte ou ensaio clinicos randomizados) que visam investigar os
fatores associados ao tempo (variavel dependente) desde um ponto de partida
estabelecido até a ocorréncia de um evento de interesse binario, como o sucesso
ou falha de um tratamento, ou morte ou recuperagédo de uma doenga) [164-167].
Este evento de interesse pode ser unico (ex: sobrevida global) ou recorrente (ex:

sobrevida livra de recidiva) [168].

A analise de sobrevivéncia difere-se da analise estatistica “classica”, uma
vez que na estatistica “classica” a variavel dependente € a ocorréncia ou nao de
determinado evento e por também nao permitir a analise na presenca de dados
censurados (dados onde o desfecho nao foi observado até o final do tempo de
seguimento), sendo portanto inadequado para estudos longitudinais com tempo

de seguimento diferente entre os individuos e perdas de follow-up [168-170].

Os resultados de um estudo de analise de sobrevida, permitem embasar
o planejamento da conduta terapéutica na pratica clinica [166, 171, 172]. E desta
forma, permite estimar as fungdes de sobrevivéncia e a fungdo de risco
instantaneo (funcao de incidéncia ou fungdo Hazard), além da comparagao entre
diferente grupos e a avaliagédo da relagao entre as variaveis preditoras e o tempo
de sobrevivéncia [165-167, 169]

2.2.1. Kaplan-Meier

Os dados de sobrevivéncia sdo geralmente descritos e modelados em
termos de duas fungdes relacionadas: a fungao de sobrevivéncia S (t) e a funcao
de risco instantaneo. A primeira é a probabilidade de n&o ocorréncia do evento
de interesse dentro do tempo de seguimento, enquanto a segunda € o potencial
de ocorrer um evento por vez, dada a sobrevivéncia até aquele momento. A
probabilidade de sobrevivéncia pode ser estabelecida de forma nao paramétrica,
através dos tempos de sobrevivéncia observados, tanto censurados quanto nao-
censurados, usando o método Kaplan-Meier (KM). Neste, os intervalos de

tempos sao definidos conforme o aparecimento do evento [168, 173, 174].
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Para a analise estatistica, pode ser utilizado os seguintes testes: teste de
log-rank — que é o0 método mais usado para comparar duas ou mais curvas de
sobrevivéncia, teste Breslow — que permite a comparacgao estatistica no inicio da
curva de KM e o Tarone-Ware — que compara no final das curvas do follow-up.
Todos estes testes consideram como hipétese nula (Ho) que n&o ha diferenca

entre as curvas de sobrevivéncia [168, 173-175]

2.2.2. Regressao de COX

Quando o objetivo é a associagao do tempo de sobrevivéncia com fatores
prognoésticos, o modelo comumente utilizado é a regressdao de Cox, que se
baseia em uma abordagem semi-paramétrica, uma vez que o efeito dos
preditores sobre a taxa de risco € parametricamente especificado, enquanto o

risco de linha de base funcédo nao é especificada [172].

O modelo de Cox é a analise multivariada de regressao que descreve a
relacdo entre a incidéncia do evento, expressa pela fungdo de risco e um
conjunto de covariaveis (variaveis independentes). Dentre os modelos de
regressao, ha o modelo de COX tempo risco-proporcional e a de COX tempo-
dependente, sendo que a escolha entre estes € com base na alteragdo ou nao
da variavel durante o tempo de seguimento, e se o evento de interesse é ou nédo
recorrente ou se ha variaveis competitivas [164, 172, 173, 176, 177].

Ainda a medida do efeito, ndo ajustada ou ajustada para covariaveis, é
demonstrada como uma razao de risco (HR, do inglés, Hazard Ratio), que é
expressa como um expoente de um coeficiente de regressdo no modelo [164,
172,173, 176, 177]. Um valor de HR maior que um, indica que a covariavel esta
diretamente relacionada a probabilidade do evento, e portanto, é inversamente

associado ao tempo de sobrevivéncia [164].

2.3. Revisao Sistematica

Saude baseada em evidéncias baseia-se na integragdo das melhores
evidéncias da literatura, com experiéncia clinica e valores do paciente. Assim,
para a saude baseada em evidéncias é fundamental que as tomadas de decisbes

sejam embasadas em informag¢des atualizadas e completas das evidéncias
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atualmente disponiveis. Desta forma, destacam-se as revisdes sistematicas que
sdo consideradas como padrao-ouro como fonte de evidéncia [178-181].

A revisao sistematica consiste em um estudo retrospectivo secundario,
em que é realizado uma revisao planejada sobre certo tema, reunindo estudos
primarios. A RS sintetiza os resultados destes estudos primarios, usando
estratégias que reduzem vieses e sao caracterizados por serem explicitas e
reprodutiveis. Ainda, os resultados podem coincidir ou podem ser conflitante,
possibilitando demonstrar lacunas de conhecimento que ha ainda na literatura,
de forma a orientar pesquisas futuras [178, 179, 181, 182].

Diferem-se das revisdes narrativas, por estas revisdes narrativas serem
principalmente descritiva, discutindo de forma abrangente um assunto, por incluir
estudos com base na disponibilidade ou sele¢cao de autores (ndo incluem toda a
literatura relevante do tema) e por ndo abordarem a qualidade dos estudos [183,
184].

A Colaboracao Cochrane é uma organizagao sem fins lucrativos, formada
por profissionais de saude que orienta como a revisao sistematica pode ser
efetuada. As etapas basicas na realizacdo de uma revisido sistematica séo as
seguintes: o primeiro estagio é a definicdo da questdo norteadora da revisao,
sendo esta etapa critica e fundamental para as etapas seguintes. Sua
formulacéo pode ser realizada com o auxilio do acrénimo PICOS (P=pacientes,
I=intervencdo, C=comparador, O=outcome ou desfechos e S=desenho de
estudo) (1). Com base nisso, é estabelecido os critérios de inclusao e os critérios
de exclusdo (2). Assim, visando a responder a pergunta norteadora, uma
estratégia de busca é criteriosamente desenvolvida, para minimizar erros que
podem comprometer os resultados, e as buscas sao realizadas em bases de
dados (3). Apos a recuperacao dos estudos, de acordo com os critérios de
elegibilidade, é realizado a etapa de triagem (leitura titulo e resumo) e leitura na
integra dos estudos (4), para entédo ser realizado a avaliagdo da qualidade dos
estudos (5) e a extragdo dos dados de interesse (6). Todas essas etapas séo
feitas por pelo menos dois revisores, garantindo a confiabilidade e evitando
erros. Por fim, é feito a apresentacdo e sintese dos resultados, podendo ser
descritiva, ou numérica através das meta-analises (7) [178, 179, 182, 185, 186].

Com relagdo a meta-analise, esta é a andlise estatistica que combina os

dados dos estudos primarios independentes para produzir uma estimativa unica
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como o efeito do tratamento ou fator de risco. E uma analise quantitativa, que
permitir reduzir a quantidade de dados em um unico resultado resumido,
facilitando a compreensao dos resultados. Além disso, permite verificar a
consisténcia das relagdes, explicando a inconsisténcia dos dados e
quantificando os dados. Isso ajuda a melhorar a precisdo na estimativa do risco

usando métodos explicitos [180, 185] .

2.4. Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas

Para os métodos quantitativos comumente € utilizado técnicas instrumentais, em
que sdo usados equipamentos sofisticados como a espectroscopia e a

cromatografia.

2.4.1. Espectrometria de massas

A espectrometria de massas se tornou uma ferramenta analitica
indispensavel, amplamente utilizada tanto para a quantificagdo quanto para a
identificacdo de compostos. Esta técnica € usada para mensurar a razao massa-
carga de ions (m/z), sendo que seus resultados séo apresentados através de um
espectro de massa (grafico de intensidade em fungéo da m/z) [187, 188].

Um espectrdbmetro de massas € subdivido em quatro principais
componentes: a fonte de ionizagdo, o analisador, o detector e o sistema de

aquisicao de dados [189].

2.4.1.1. Fonte de ionizagdo

S3o componentes que visam a formar ions a partir de moléculas
presentes na amostra. As fontes de ionizacdo mais brandas e compativeis com
amostras liquidas séo a lonizagao por Electrospray (ESI) e a lonizagao Quimica
a Presséo Atmosférica (APCI), que podem levar a formagdo de moléculas
carregadas positivamente ([M+H]* — massa molecular mais um hidrogénio ou
algum adutos) ou negativamente ([M-H]" — massa molecular menos um

hidrogénio ou outros adutos) [190-192].

49



2.4.1.2. Analisadores de massa e detectores

Apods a formagao dos ions, ha a determinagao da relagdao massa carga
(m/z) [193]. Dentre os analisadores, destaca-se o quadrupolo-tempo de voo
(QTOF). O QTOF é um analisador hibrido que combina a alta eficiéncia de
fragmentacdo do quadrupolo (Q) com a rapida velocidade de analise e alta
resolucao de massa do tempo de voo (TOF). Este analisador destaca-se quando
comparado ao triplo quadrupolo (QqQ), por permitir a identificagdo de compostos
com alta resolugéo (erro de massa < 5ppm), permitindo diferenciar até quatro
casas decimais apos a virgula, e por corrigir saturagdes de picos. Além disso, ha
estudos na literatura demonstrando ser uma técnica adequada para o
desenvolvimento de método quantitativos [194-196].

Na etapa seguinte, os compostos serdo detectados através dos
detectores, sendo que estes sdo definidos conforme a compatibilidade com o
analisador. Assim, o prato microcanal (MCP, do inglés microchannel plate

detector) é o detector compativel com o analisador QTOF [192].

2.4.2. Cromatografia liquida

Apesar da possibilidade de injecao direta da amostra no espectrémetro de
massas, para matrizes complexas comumente € utilizado para a introducéo da
amostra a técnica cromatografica. Essa combinagdo permite relacionar as
vantagens da cromatografia (eficiéncia de separacao, reducao de efeito matriz,
separacao de isbmeros, alta seletividade e o fornecimento de informagdes
adicionais), com as vantagens da espectrometria de massas, (informagao da
massa molar e da estrutura dos compostos e aumento da seletividade) [188].

A cromatografia liquida € uma das técnicas mais amplamente utilizadas
atualmente, que permite a separacdo de interesse através da migracao
diferencial realizada conforme as interacées que ocorrem com a fase mével e a
fase estacionaria [197].

Visando a melhorar a sensibilidade, resolucédo e velocidade de analise,
surgiu a técnica de cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UPLC, do inglés ).
Esta possui instrumentacdo que pode operar em pressdo mais alta e usa

particulas menores (menos de 2,0 ym), que possibilitam a redugdo do consumo
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de solvente e de tempo, além da melhora na simetria do pico, maior resolucao e
detectabilidade [198-201].

2.5. Método bioanalitico

Os métodos bionaliticos podem ser qualitativos, em que o objetivo &
identificar os compostos presentes na amostra, ou podem ser quantitativos, que
visa a determinar a concentragao analitica de compostos de interesse presentes

na amostra.

As etapas para a obtengdo de um método bioanalitico, consistem em:
obtencao e preparo da amostra (1), desenvolvimento analitico (2) e validagao de
método (3).

2.5.1. Preparacio da amostra

Amostras biolégicas como soro e plasma sdo consideradas matrizes
relevantes e amplamente utilizadas em estudos de diagnostico, saude e
monitoramento de medicamentos [202-206]. Contudo, estas nao séo
diretamente compativeis aos sistemas cromatograficos, portanto o preparo das
amostras € uma etapa crucial para remover interferéncias da matriz da amostra
e melhorar o desempenho do sistema analitico [207, 208]. O preparo ideal é
quando o procedimento realizado é reprodutivel, requer poucas etapas e tempo
gasto, e é seletivo, havendo minima perda e degradagdo dos compostos de
interesse [203, 209, 210].

Para adequar as amostras ao método analitico, convencionalmente é
realizado um processo de extragdo, destacando-se a extragao liquido-liquido
(LL), a extragdo em fase sélida (EFS) e a extrag&o por precipitagao de proteinas
(PP) [207, 208].

A extracdo LL é uma técnica classica e simples, com altas taxas de
recuperacao. Fundamenta-se no particionamento da amostra entre duas fases
imisciveis. Desta forma, permite a separacdo de compostos de interesse e a
remocao de interferentes, assim como, possibilita a pré-concentracdo da

amostra, através da extracdo dos analitos de um grande volume de solugao de
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amostra para um pequeno volume de extrator. Contudo, limita-se pelo consumo

elevado de solventes, e por requerer solventes de alta pureza [211]

Ja a extracdo em fase sélida € o comumente utilizando nos ensaios
bioanaliticos, apresentando amplo campo de aplicagdo. Baseia-se na adsorgéo
dos compostos de interesse entre uma fase liquida (com a amostra) e uma
estacionaria. Apesar da EFS obter alta recuperacdo e minimizar o uso de
solventes organicos, apresenta como desvantagem o custo elevado de analise,
a dificuldade no controle da velocidade de eluigdo da amostra e a complexidade
no desenvolvimento do método [212, 213].

Ja a técnica de precipitagédo de proteinas (PP) é rapida, simples, de baixo
custo e amplamente utilizada em amostras biologicas, contudo, limita-se pela

baixa sensibilidade quando comparado a demais técnicas [214, 215].

2.5.2. Desenvolvimento analitico por Analytical Quality by Design

Para o desenvolvimento analitico, pode ser utilizado as seguintes
abordagens: tradicional e a ferramenta de Analytical Quality by Design (AQbD).
Na primeira abordagem, uma variavel é alterada sequencialmente até que um
meétodo adequado seja alcancado, porém, pode haver uma limitacdo na
compreensao e na robustez do método. Ja o AQbD, de acordo com a definicdo
da International Conference on Harmanization (ICH) Q8 (R1) € uma abordagem
sistematica e abrangente, que € baseada em risco para o desenvolvimento do
método. Nessa abordagem, comegca com objetivos predefinidos e
simultaneamente muitas varidveis sao selecionadas, fornecendo uma
compreensao mais racional, um método mais robusto e resultados mais

confiaveis do procedimento [216-221]. A AQbD envolve as seguintes etapas:

1. Definigao do perfil de alvo analitico (ATP): inclui a sele¢ao de requisitos
essenciais do método, incluindo os analitos alvo, aspectos da técnica
analitica e os requisitos do método [216-223]

2. Atributos criticos de qualidade (CQA): inclui atributos de método e
parametros de método. Como exemplo de CQA no desenvolvimento
cromatografico temos a cauda do pico, resolugéo e pureza de pico [216-
223]
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. Avaliagao de risco: etapa essencial do processo de gerenciamento de
riscos, visa a aumentar a qualidade do processo de desenvolvimento
analitico. Nesta fase, sdo observados os atributos criticos que podem
perturbar a qualidade do produto final, comprometendo o CQA [216-223]

. Planejamento experimental ou Design of experiments (DoE): consiste
em um método estruturado para avaliar a relagao entre os fatores e os
resultados desse processo. Ainda, possibilita avaliar varios fatores de
entrada com um numero reduzido experimentos. Os experimentos podem
ser de triagem, como os experimentos fatoriais completos e os
experimentos fatoriais fracionados, ou de otimizagcdo como o projeto de
Box-Behnken e o projeto de composicao central [216-223]

. Delineamento espacial ou Design Space: €& uma interacao
multidimensional de fatores e parametros de processo que garantem a
qualidade do resultado analitico. O design of space fornece flexibilidade
em uma zona de robustez, em que pequenas alteragdes no meétodo nao
comprometem os resultados [216-223]

. Analytical control strategy: garante que o desempenho atende aos pré-
requisitos do ATP [219, 220]

. Monitoramento continuo do método: visando a assegurar que o
meétodo esta de acordo com os critérios pré-definidor, o desempenho do

meétodo deve ser monitorado [219, 220].

2.5.3. Validacdo de método bioanalitico

A validacdo do método bioanalitico é realizado para garantir que um

método é adequado para a finalidade pretendida. Essa confiabilidade € obtida a

partir de experimentos de validacdo e da obtengao de resultados satisfatorios

Os parametros avaliados na etapa de validagdo de métodos bioanaliticos,

apresentados pela resolucao nacional RDC n° 27/ 2012 da ANVISA e pelo guia

internacional de ensaios bioanaliticos da FDA de 2018 [225, 226], sao:

e Seletividade: primeiro parametro testado na validacdo, avalia a
capacidade do método de medir e diferenciar o analito na presenca de

componentes que podem estar presentes na matriz;
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Limite inferior de quantificagao: é a menor concentracdo do analito
que pode ser quantificada na amostra, com precisdao e exatidao
satisfatéria;

Curva de calibragao: capacidade do método de obter resultados
diretamente proporcionais as concentragdes de analito na amostra
dentro do intervalo da curva. Este intervalo deve abranger,
concentragbes que se esperam serem medidas nas amostras do
estudo;

Precisao: medida dos erros aleatdrios. Avalia a proximidade dos
resultados obtidos a partir de multiplas mensuragdes da amostra;
Exatidao: esta relacionado a concordéncia entre o resultado obtido de
uma medi¢do com o valor considerado como referéncia;
Recuperagao: avalia a eficiéncia do processo de extragcdo, sendo
reportada como porcentagem,;

Efeito matriz: é o efeito que outros compostos presentes na matriz
podem gerar sobre a quantificagcdo do composto de interesse;

Efeito residual ou carryover: é o efeito desencadeado pela existéncia
de um sinal de analito na amostra branco devido a contaminagao de
analises anteriores;

Estabilidade: visa a detectar se ha instabilidade dos analitos durante
alguma etapa analitica, desta forma, sao realizados experimentos que

visam a reproduzir as condigdes que as amostras sdo submetidas.

54



CAPITULO 1. ESTUDO
EPIDEMIOLOGICO, SOBREVIDA
E FATORES DE RISCO DA LMC
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3. INTRODUGAO

O tratamento da LMC evoluiu significativamente nos ultimos anos com o
desenvolvimento e aprovagdo dos ITK, fornecendo alternativas eficazes e
seguras para os pacientes [227, 228]. Contudo, o tratamento otimizado esta
sujeito a fatores prognosticos como a sobrevida global (SG) ou a sobrevida livre
de doencga, que sao uteis para prever a historia natural da doencga. Estudos
anteriores demonstraram que idade, contagem de plaquetas, porcentagem de
blastos no sangue, contagem de basdfilos e eosinodfilos e o cromossomo Ph séo
alguns dos fatores progndésticos em pacientes em tratamento com LMC com
terapia convencional [229-232]. No entanto, os pacientes diagnosticados com
cancer geralmente desenvolvem uma segunda malignidade subsequente que
pode ser sincrona (i.e. 0s canceres ocorrem ao mesmo tempo) ou metacronica
(i.e. os canceres seguem em sequéncia; ou seja, com mais de seis meses de
diferenca). Logo o impacto do momento da doenca metastatica e outras

comorbidades também afeta o tratamento e os resultados clinicos da LMC [233].

Nesse contexto, a abordagem multivariada da analise de dados pode ser
usada como um aspecto da pesquisa epidemiologica. Métodos como o modelo
de regressao Cox covariavel dependente do tempo permitem diferenciar varias
covariaveis (incluindo covariaveis de mudanca do tempo) que potencialmente
influenciam o progndstico do paciente [234, 235]. Assim, considerando os
multiplos fatores que podem alterar o tempo de sobrevida dos pacientes com
LMC, bem como a literatura vasta e conflitante sobre a relagcao entre neoplasias
primarias e secundarias na LMC [236-242], este estudo tem como objetivo
avaliar o prognostico e os fatores de risco associados a LMC por meio de uma
analise de dados do Surveillance, Epidemiology, and End Results (SEER) da

National Cancer Institute.
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4. OBJETIVO

4.1. Objetivo geral

Avaliar a sobrevida global da populagdo acometida pela LMC e identificar

canceres que podem ser fatores de risco para causar a LMC, ou vice-versa.

4.2. Objetivos especificos

e Realizar andlise descritiva da populagdo acometida pela LMC;

e Estimar o tempo de sobrevida por meio da analise por Kaplan-Meier;

¢ Investigar os fatores progndsticos da LMC, pelo modelo de regressao de
Cox covariavel tempo-dependente;

e Determinar quais canceres podem ser fatores de risco para a LMC;

e Avaliar para quais canceres a LMC pode ser considerado fator de risco.
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5.MATERIAL E METODOS

5.1. Desenho do estudo, fonte de dados e amostras

Foi realizado um estudo observacional retrospectivo do tipo coorte. Os
dados dos pacientes identificados para este estudo foram extraidos do banco de
dados norte-americano SEER (Surveillance, Epidemiology, and End Results),
através do programa SEER*Stat 8.3.5. Esta base coleta dados epidemiologicos
de cancer de varios locais e origens dos Estados Unidos da América (EUA). A
coleta de dados comegou em 1973 com um numero limitado de registros e
continua a expandir para incluir ainda mais areas e dados demograficos.
Atualmente o SEER contempla 21 regides dos EUA, representando 34,6% da
populagdo americana.

Contudo, para este estudo foi usada a base “Incidence - SEER 18 Regs
Custom Data (with additional treatment fields), Nov 2018 Sub (1975-2016
varying), Linked to Country Attributes — Total U.S. 1969-2017 Countries”, pois
esta fornece informacdes adicionais sobre o tratamento dos pacientes. Portanto,
foram coletadas informagdes entre 1975 e 2017 (42 anos de follow up -
acompanhamento), fornecidas por 18 regides dos EUA: Alasca, Connecticut,
Detroit, Atlanta, grande Georgia, rural Georgia, Sdo Francisco — Oakland, S&o
Jose — Monterey, grande California, Havai, lowa, Kentucky, Los Angeles,
Louisiana, Novo México, Nova Jersey, Seattle, Puget Sound e Utah.

Somente foram incluidos no estudo pacientes diagnosticados com LMC.
As variaveis independentes consideradas para o estudo foram: dados basais
(sexo, raga, etnia), dados de diagnéstico (teste para confirmagéo do diagnéstico,
ano do diagndstico, idade quando diagnosticado) e dados da doenga (numero
de registro do cancer para o paciente). A variavel dependente do estudo foi o

desfecho 6bito (estado vital).

5.2. Analise descritiva

Todos os dados dos pacientes com LMC, obtidos pelo programa
SEER*Star 8.3.5. foram importados para o Excel® e as variaveis foram

codificadas em dados numéricos para a transferéncia destes para o software
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IBM® Statistical Package for the Social Sciences®, SPSS® Statistics 20.0
(Chicago, lllinois, EUA).

No SPSS foi feita a analise descritiva das principais variaveis do estudo.
Para as variaveis continuas, inicialmente foi avaliada a normalidade das
distribuicbes através do teste de Kolmogorov-Smirnov. As variaveis continuas
que apresentaram distribuicdo normal foram descritas como média e desvio-
padrdo, enquanto aquelas que apresentaram distribuicdo ndo normal foram
descritas como mediana e intervalo interquartil (25%-75%). Ja para as variaveis

categoéricas calculou-se as frequéncias absoluta e relativa.

5.3. Analise de sobrevida por Kaplan-Meier e regressao de Cox

covariavel Tempo dependente

Para estimar o tempo de sobrevida para cada desfecho de interesse, na
presenca de dados censurados, foi usado o método nao paramétrico de Kaplan-
Meier. Este método possibilita estimar a fungdo de sobrevivéncia na presenca
de censura, incorporando os dados de todas as observagdes disponiveis para
estimar a func&o de sobrevivéncia S (t) [243].

Para essas analises foi usado a variavel da base SEER denominada
“SEER cause-specific death classification”. Esta variavel é recomendada pela
propria base de dados para correlacionar aos dados de sobrevida, e subdivide
os pacientes em: (i) mortes causadas por esta doencga, (ii) vivos e mortos por
outras causas. Logo, nestas analises, o desfecho de ébito foi somente vinculado
a LMC. Portanto, foram censurados pacientes com registro de LMC que
permaneceram vivos até o periodo de follow-up (censura a direita) e aqueles que
morreram por outras causas que nao pela LMC ou suas complica¢des (censura
a esquerda).

As curvas de Kaplan-Meier foram comparadas entre si por meio do teste
de log rank, Breslow e Tarone-Wave (uma vez que estes representam diferentes
por¢des da curva de Kaplan-Meier), considerando como significativos os valores
de p<0,05.

Ja a analise multivariada de fatores progndsticos associados a sobrevida

global foi realizada através da regressdo de Cox tempo dependente. Para isso
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foi considerado como variavel dependente o tempo até a morte por LMC e as
variaveis independentes foram: sexo, raga do paciente, origem, faixa etaria,
tratamento com quimioterapia, ano de diagndstico (dividido em dois grupos, ou
seja, antes de 2001 (ano em que foi aprovado o primeiro ITK - imatinibe) - era
pré-ITK (e apos 2001 - era pos-ITK), testes de confirmagao diagndstica e numero
de sequéncia do cancer. Hazard Ratio (HR) e o seu intervalo de confianga (IC
95%) foram mensurados para explicar o tamanho dos efeitos na analise de Cox
tempo dependente. Todas as analises de sobrevida foram conduzidas através
do software IBM® SPSS statistics (versao 20.0), e nivel de significancia p<0.05

foi considerado significativo.

5.4. Avaliagao de fatores de risco

Nesta etapa foi conduzido um estudo de caso-controle. Para avaliar a
LMC como fator de risco para outras doencgas foram considerados como “casos”
os pacientes que apresentaram LMC como doenga primaria (de base), e que
desenvolveram alguma outra malignidade ou doencga secundaria (grupo teste:
LMC-1st). Ja para o grupo “controle”, foram considerados pacientes que tiveram
algum tipo de doenca primaria (ndo-LMC) seguido por outro cancer secundario
(grupo controle: NLMC-1st).

Ja para avaliar quais doencgas podem se comportar como fator de risco
para LMC, foram considerados como “casos” os pacientes que apresentaram
LMC como doenga secundaria apds algum outro cancer como doenga primaria
(grupo teste: LMC -2"). Ja para o grupo “controle”, foram considerados
pacientes que tiveram qualquer tipo de cancer primario seguido por outro cancer
secundario ndo-LMC (grupo controle: nLMC-2"9).

A partir dos dados obtidos, o risco relativo (RR) foi calculado com base na
relagéo entre o grupo teste (LMC-1ste LMC -2"%) e o grupo controle (nLMC-1ste
nLMC -2"). O valor de p e o intervalo de confianga (IC) foram calculados através
do software BioEstat 5.3. Sendo considerado significativo RR superiores a 1 e

com valor de p <0,05.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Analise descritiva

Apos a busca na base de dados SEER, foram encontrados 35.860
registros de LMC entre 1975 e 2017. Dentre estes pacientes, 20.735 (57,82%)
eram do sexo masculino, enquanto 29.501 (82,26%) eram caucasianos. Outros
estudos, entretanto, demonstraram que homens sdo mais acometidos do que
mulheres por esta patologia [244-246].

A mediana de idade da populagao geral foi 65 anos (IQR: 49-77 anos). Os
individuos foram ainda subdivididos pela faixa etaria, conforme demonstrado na

, havendo mais acometidos na faixa etaria de 50-79. Essa mediana de
idade e a faixa etaria mais acometida estdo de acordo com os resultados
encontrados em estudos da Lituania, Italia, Alemanha e da Inglaterra [246-249].

Com relagao ao estado vital dos 35.860 acometidos com a LMC, 21.929
(61,2%) foram a obito no intervalo de follow-up de 42 anos, sendo que destes
12.023 (33,5%) faleceram devido a este cancer. A TABELA 3 apresenta a
descrigao das caracteristicas sociodemograficas (sexo, cor, faixa etaria, etnia),

testes usados para confirmacgao do diagndstico, além do estado vital.

TABELA 3. CARACTERISTICAS BASAIS DOS PACIENTES COM LMC

(N=35.860)
Variaveis Pacientes com LMC, n (%)

Género Feminino 20.735 (57,8)
Masculino 15.125 (42,2)
Branco 29.501 (82,26)

Raca Negro 3.492 (9,9)

Outros 2.428 (6,8)

Hispanico ou Hispanico 3.676 (10,3)
néao N&o hispanico 32.184 (89,7)

0-19 anos 841 (2.3)

20-39 anos 4.398 (12,3)

Faixa etaria 40-59 anos 9.203 (25,7)
60-79 anos 14.514 (40,5)

>80 anos 6.899 (19,2)
Morte atribuida a LMC 12.023 (33,4)

Estado vital Outras causas de morte 9.906 (27,5)
Vivos 13.931 (38,7)

Nota: LMC, leucemia mieloide crénica; FONTE: O autor (2020)
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Com relagdo ao tratamento observa-se que 22.842 (63,7%) receberam
quimioterapia. Dentre os pacientes que apresentaram LMC, Ao todo, 27.672
pacientes (77,2%) apresentaram somente LMC como cancer registrado (Unica
malignidade). Ja 2.560 pacientes tiveram a LMC como tumor primario e
apresentaram outros canceres posteriores a LMC, enquanto 5.627 pacientes
apresentaram a LMC como segunda doenga ou posterior a um outro tumor
primario. Os dados do tratamento e a ordem do tumor sdo apresentados na
TABELA 4.

Ainda 23.948 (66,8%) pacientes tiveram o diagnostico da LMC na era ITK
enquanto 11.912 (33,2%) foram diagnosticados na era pré-ITK. Na FIGURA 4,
nota-se que pacientes que foram diagnosticados antes de 2001 (1975-2000)
apresentavam maior suscetibilidade ao 6bito, comprovando a importancia da
incorporagao dos ITK no tratamento da LMC, assim como, da melhora do

diagnodstico da LMC nos ultimos anos.

TABELA 4. DADOS CLINICOS DOS PACIENTES COM LMC (n=35.860)

Pacientes com

Variaveis Classificagao LMC n (%)
Diagnéstico clinico 679 (2,0)
Apos estudo histologico ? !monufenotlpagem elou 3.065 (8,8)
Teste de . . . .genetl.c © . .
confirmacao de Citologia po.smva g hlsto.k.)gla negativa 439 (1,3)
diagnéstico Histologia positiva 29.607 (85,2)
Teste laboratorial positivo / estudo de marcadores 818 (2,4)
Microscopia positiva, método nao especificado 112 (0,3)
Radiografia sem confirmagéao por microscopia 16 (0,05)
Ano de diagnéstico Era Pré-ITK (antes de 2001) 11.912 (33,2)
Era ITK (depois de 2001) 23.948 (66,8)
Quimioterapia Sim 22.842 (63,7)
Nao 13.018 (36,3)
Primeiro tumor de Sim 35.446 (98,8)
acordo com as N30 414 (12)

regras internacionais

S6 um primario

27.672 (77,2)

1° de 2 ou mais 2.560 (7,1)
Ndmero da 2° de 2 ou mais 4.738 (13,2)
sequéncia 3° de 3 ou mais 744 (2,1)
4° de 4 ou mais 121 (0,3)
5° de 5 ou mais 16 (<0,1)
6° de 6 ou mais 8 (<0,1)

Nota: LMC, leucemia mieloide crénica; ITK, inibidor de tirosina quinase; FONTE:

O autor (2020)
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FIGURA 4. CORRELACAO DO ANO DE DIAGNOSTICO E ESTADO VITAL
FONTE: O autor (2020)

6.2. Analise de sobrevida

6.2.1. Consideracoes gerais

Da base de dados do SEER, dos 35.860 pacientes que tiveram LMC,
12.023 pacientes (33,4%) vieram a obito devido a esta patologia. Dos demais
23.837 pacientes (grupo censurado), 9.906 morreram devido a outras causas
(censura a esquerda), enquanto 13.931 permaneceram vivos até o final do follow

up - 2017 (censura a direita).

6.2.2. Estimacio de tempo de sobrevida: analise de Kaplan-Meier

Inicialmente o método de Kaplan-Meier foi usado para estimar a SG, que
consiste do tempo decorrido entre o diagndstico e o obito (pela doenga), e a
sobrevida livre de eventos, que representa o tempo entre o diagnostico e a
auséncia de remissao, recaida ou morte (pela doenga ou por outras causas),
sendo que no nosso estudo foram considerados somente os dados de 6bito. O
tempo médio de SG foi de 220,95 meses (IC 95%, 220,71- 233,20 meses)
(FIGURA 5) enquanto o EFS foi de 120,80 meses (IC 95%, 117,28-124,33
meses) (FIGURA 6).
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FIGURA 5. SOBREVIDA GLOBAL DOS PACIENTES COM LMC EM MESES
FONTE: O autor (2020)
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FIGURA 6. SOBREVIDA LIVRE DE EVENTOS DOS PACIENTES COM LMC
EM MESES
FONTE: O autor (2020)
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A seguir sao apresentados os detalhes da SG de acordo com sexo,
quimioterapia, raca, origem, ano de diagndstico, faixa etaria, numero de registro
de cancer, teste de diagnostico (TABELA 5), assim como é demonstrado o
grafico de Kaplan Mayer de comparagéo entre as curvas (FIGURA 7).

Nota-se que todas as variaveis independentes testadas (sexo, o uso ou
nao da quimioterapia, raga, origem (hispanico ou n&o), primeiro tumor maligno,
primeiro pelas regras internacionais, faixa etaria e confirmagao de diagnostico)
apresentaram diferenga significativa no inicio (Log Rank, p<0,01); meio (Tarone,
p<0,01) e no fim do follow up (Breslow, p<0,01) (TABELA 5 e FIGURA 7).
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TABELA 5. DADOS DE SOBREVIDA POR KAPLAN-MEIER PARA AS VARIAVEIS BASAIS

A ipe n Meses de Erro Valor de Valor de Valor de
Parametro Classificagdo N sobrevivéncia padrao IC 95% Log Ran: Breslowp Tarone-W::'e
Feminino 14.926 125,678 2.776 120,237-131,120 o1 574 19186 22 125
Sexo Masculino 20.518 116,241 2132 112,063-120,419
Geral 35.444 120,809 1,797 117,287-124,332 (p<0,01) (p<0,01) (p<0,01)
B | Sim 22.842 150,565 2589 145,490-155,639 2424 099 2744306 2654937
Quimioterapia Nao 12.602 69,853 1,565 66,786-72,920
Geral 35.444 120,809 1,797 117,287-124,332 (p<0,01) (p<0,01) (p<0,01)
Brancos 3.468 112,225 4135 104,121-120,329
Raca Negros 29.125 115,880 1,871 112,212-119,547 142,904 131,503 141,722
Outros 2414 155,432 7,245 141,231-169,632 (p<0,01) (p<0,01) (p<0,01)
Geral 35.007 119,133 1,779 115,647-122,619
Hispanico 31.804 116,036 1,802 112,504-119,567
Origem N&o-hispanico  3.640 156,102 7,202 141,985-170,219 293,996 278,839 298,917
(p<0,01) (p<0,01) (p<0,01)
Geral 35.444 120,809 1,797 117,287-124,332
A Ap6s 2001 23.703 137,92 0.64 136,67-139,17 7026 050 o790 2479 322
dingnostico Antes 2001 11.741 142,53 2,56 137,58-147,48 (20,01 (p20.01) 520,01
Geral 35.444 226,95 3,19 220,71-233,20
0-19 anos 840 262,977 11,810 239,829-286,126
20-39 anos 4.390 242,639 5,428 232,000-253,279
S 40-59 anos 9.178 180,170 3,686 172,945-187,396 10525,324 8720,514 9594,207
Faixa etaria 60-79 anos  14.367 64,203 0,958 62,326-66,079 (p<0,01) (p<0,01) (p<0,01)
>80 anos 6.664 23135 0,412 22.327-23,942
Geral 35.439 120,808 1,797 117,286-124,331

Nota: IC, intervalo de confianga; FONTE: O autor (2020)
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CONCLUSAO: TABELA 5. DADOS DE SOBREVIDA POR KAPLAN-MEIER PARA AS VARIAVEIS BASAIS

A e o Meses de Erro o Valor de p Valor de p Valor de p
Parametro Classificago N sobrevivéncia padrao IC 95% Log Rank Breslow Tarone-Ware
Ntmero de Sé um primérip 27.294 204,95 3,18 198,725-211,18
registro do 1° de 2 ou ma!s 2.557 256,28 8,93 238,776-273,77 1966,90 1846,52 1960,45

cancer 2° de 6 ou mais 5.592 397,24 0,34 396,579-397,90 (p<0,01) (p<0,01) (p<0,01)
Geral 35.443 226,95 3,19 220,70-233,19
Diagndstico clinico 679 112,147 7,946 96,.574-127.720
Ap0ds estudo histoldgico
e imonufenotipagem 3.065 73,372 0,557 72,279-74,464
e/ou genético
Citologia positiva & 439 169,416 8,759 152,249-186,583
histologia negativa
. . Histologia positiva 29.565 223,320 3,182 217,083-229,558
Confirmagéao
de diagndstico Teste laboratorial 326,688 317,022 324,688
positivo / estudo de 818 161,289 6,796 147,969-174,610 (p<0,01) (p<0,01) (p<0,01)
marcadores
Microscopia positiva, 112 105,650 11,371 83,362-127,938
método nao especificado
Radiografia sem
confirmagao por 16 67,077 20,668 26,568-107,586
microscopia
Geral 34.694 227,503 3,211 221,210-233,797

Nota: IC, intervalo de confianga; FONTE: O autor (2020)
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FIGURA 7. ANALISE DE SOBREVIDA POR KAPLAN-MEIER PARA AS
VARIAVEIS BASAIS (A) SEXO, (B) FAIXA ETARIA, (C) ORIGEM, (D) RACA,
(E) QUIMIOTERAPIA, (F), TESTE DE DIAGNOSTICO, (G) ANO DO
DIANOSTICO, (H) NUMERO DE REGISTRO DO CANCER
FONTE: O autor (2020)
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6.2.3. Investigacido dos fatores prognodsticos: analise de regressido de Cox

covariavel tempo-dependente

Uma vez que a analise de sobrevida muda ao longo do tempo, como
observado nos graficos de Kaplan-Meier (FIGURA 7), foi realizada a analise de
COX tempo dependente. Para a construgdo do modelo de regressao dois
critérios sado levados em consideragao: o critério hierarquico e o critério
matematico. No critério hierarquico, a selegdo das variaveis que compdéem o
modelo é baseada no conhecimento a priori do pesquisador sobre quais delas
sao potencialmente relevantes para o modelo. Neste caso, s&o incluidas no
modelo as variaveis que se mostraram importantes em outros estudos
anteriores. Ja no critério matematico (forward e backward), a selegao das
variaveis importantes para o modelo de regressdo de Cox, é realizada
automaticamente pelo proprio software (SPSS). Em nosso estudo, para a
construcdo do modelo de regressao de Cox covariavel tempo-dependente foi
utilizado o modelo matematico do tipo Forward stepwise (LR-Likehood Ratio). O
modelo foi composto por sete passos e incluiu, no final, as seguintes variaveis:
sexo, faixa etaria, ragca, quimioterapia, teste de diagndstico usado para a
confirmacdo, ano de diagnéstico (antes ou depois de 2001) e sequéncia de
tumores. A variavel tempo dependente usada para construir o modelo foi a faixa
etaria (TABELA 6).
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TABELA 6. RESULTADO ANALISE DE COX-TEMPO-DEPENDENTE

Erro

Variaveis Classificacao N ~ Wald Valor de p HR IC 95%
padrao

0-19 anos 827 — — 3008,160 — — —
20-39 anos 4.267 -0,103 0,071 2,099 0,147 0,902 0,785-1,037
Faixa etéaria 40-59 anos 8.852 0,140 0,068 4,244 0,039 1,151 1,007-1,315
60-79 anos 13.911 0,893 0,067 177,473 <0,001 2,443 2,142-2,786
>80 anos 6.410 1,559 0,069 505,279 <0,001 4,754 4,150-5,446

Sexo Feminino 14.389 — — — — — —
Masculino 19.880 0,167 0,019 76,079 <0,001 1,182 1,138-1,227

Quimioterapia Sim 22.345 . . ;N - o .
N&o/desconhecido 11964 0,134 0,020 43,251 <0,001 1,143 1,098-1,189

Branco 28.482 — — 36,330 — — —
Raca Negro 3.415 0,179 0,31 33,113 <0,001 1,196 1,125-1,272
Outros 2.372 -0,045 0,39 1,341 0,247 0,956 0,886-1,032

Origem Hispanico 3.520 — — — — — —
Nao hispanico 30.747 0,025 0,034 0,520 0,471 1,025 0,958-1,097

Apbs estudo histolégico e imonufenotipagem e/ou genético  3.011 — — 75,671 — — —
Diagnéstico clinico 675 0,565 0,093 37,153 <0,001 1,759 1,467-2,110
Confirmagéao Citologia positiva e histologia negativa 434 0,577 0,100 33,219 <0,001 1,780 1,463-2,166
de Histologia positiva 29.210 0,479 0,062 59,405 <0,001 1,615 1,429-1,824
diagndstico Teste laboratorial positivo / estudo de marcadores 812 0,498 0,092 29,421 <0,001 1,646 1,375-1,971
Microscopia positiva, método ndo especificado 112 0,126 0,172 0,536 0,464 1,134 0,810-1,589
Radiografia sem confirmagao por microscopia 15 1,409 0,359 15,430 <0,001 4,094 2,026-8,271

Sequéncia e Sé um primario 26.232 — — 455,145 — — —
quantidade 1° de 2 ou mais 2.527 -0,650 0,038 285,843 <0,001 0,522 1,166-1,449
de tumores 2° de 6 ou mais 5.510 -5,866 0,447 172,055 <0,001 0,003 0,001-0,007

Ano do Depois de 2001 22.797 — — — — — —
diagndstico Antes de 2001 11.470 0,866 0,019  1984,705 <0,001 2,378 2,289-2,470

Nota: HR, Hazard Ratio; IC, intervalo de confianca; em azul os valores de p significativos; FONTE: O autor (2020)
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Conforme demonstrado pela TABELA 6, as variaveis sexo, faixa etaria,
raga, quimioterapia, teste de confirmacdo de diagndstico e sequéncia e
quantidade de tumores e o ano de diagnostico apresentaram um valor
progndstico significativo para a SG.

Os resultados evidenciaram que as mulheres tém melhor prognéstico de
do que os homens. Este achado para a LMC esta em concordancia com achados
de outros estudos. Alguns autores abordam que esta diferenca esta atrelada a
influéncia do status hormonal no percurso da doenca neoplasica. Outros
acreditam que fatores genéticos e ambientais podem influenciar nesses
resultados [238].

Ja o uso da quimioterapia mostrou ser um fator progndstico promissor no
ganho de SG quando comparado a pacientes que nao foram submetidos a essa
terapia, possivelmente associado ao uso dos ITK que tem desencadeado
melhoras significativas no percurso da doenga, de modo que alguns pacientes
alcancem a resposta molecular completa (MR 3,0) ou ainda a resposta molecular
profunda (DMR, do inglés, deep molecular response) (MR 4,5) [250].

O sucesso da terapia para a LMC depende muito do diagndstico, seja nos
estagios iniciais da doenca ou através do tratamento. Manifestagdes clinicas
deste cancer geralmente sao inespecificas e muitos pacientes diagnosticados
com LMC sdo assintomaticos. Em um caso de leucocitose persistente, o
diagnostico consiste em investigar a presenga do cromossomo Ph por
citogenética ou anormalidades moleculares do BCR-ABL1 por hibridizagcédo
fluorescente in situ (Fish); ou por triagem de biologia molecular. A triagem
molecular por PCR fornece dados sobre a porcentagem de transcritos de RNA
BCR-ABL e é capaz de detectar uma célula anormal em um fundo de 100.000
células normais, mostrando-se uma técnica muito mais sensivel. Este consegue
detectar transcritos de RNA BCR-ABL mesmo ap6s alcangar resposta CCyR. Os
baixos niveis de doenga residual minima normalmente alcangados durante a
terapia exigem um teste de monitoramento sensivel para deteccédo e

quantificagdo confiaveis [79].
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6.3. Avaliagao de fator de risco

A FIGURA 8 apresenta um fluxograma do desenho da analise de fator de
risco, descrevendo as frequéncias de cancer registrados na base do SEER.
Foram encontrados 35.860 casos de LMC, dos quais o grupo LMC-1st foi
composto por 2.560 individuos, enquanto o seu grupo controle (nLMC-1%t)
continha 996.859 registros. Ja o grupo LMC-2" foi composto por 5.627 registros

sendo que o seu grupo controle (nLMC-2") continha 997.283 registros.
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FIGURA 8. FLUXOGRAMA DO ESTUDO DE AVALIACAO DE RISCO
FONTE: O autor (2020)
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6.3.1. LMC como fator de risco para outros canceres

A TABELA 7 aborda para quais canceres a LMC pode ser considerada um
fator de risco. Em geral, é possivel notar a associagao entre a LMC e outras
doencas hematoldgicas. Dentre estas, destacam-se os riscos relativos obtidos
para a leucemia linfoide aguda (LLA) (RR 42,95) e a leucemia mieloide aguda
(LMA) (RR 11,30). Essa correlagcdo com a LLA e a LMA deve-se a propria
evolugao da LMC, em que apés a fase cronica e a acelerada, a doenga atinge a
fase blastica, predominando células imaturas na medula éssea e no sangue. Em
aproximadamente 25% dos pacientes, esse estagio se manifesta como se fosse
LLA, enquanto nos 75% restantes se manifesta como LMA [251, 252].

A presencga da translocagcao BCR-ACL junto com o aumento de alteragbes
cromossOmicas na evolucado da LMC (principalmente na fase acelerada e blastica)
favorece o desenvolvimento de tumores solidos e hematologicos, devido a
instabilidade genética resultante da agdo descontrolada da tirosina quinase BCR-
ABL [253, 254]. Isso porque o gene BCR-ABL compromete as vias de reparo do
DNA e induz a formacédo de espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés,
reactive oxygen species) que culminam em danos oxidativos cronicos ao DNA,
quebra da fita dupla nas fases S e G2 do ciclo celular e mutagénese [16, 255].

Muitos estudos no periodo pré-ITK demonstram um aumento de risco para
neoplasias secundarias a LMC em comparagao com a populagao geral [256, 257].
Assim como, na era ITK varios estudos investigaram o risco de segunda
malignidade primaria na LMC [256-269]. Visando facilitar a comparagdo com

esses dados da literatura os dados foram apresentados na TABELA 8.
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TABELA 7. NUMERO DE CASOS SUBSEQUENTES DE CANCER APOS A LMC E NAO LMC

Cancer Total Diagnosticados antes de 2001 Diagnosticados na era ITK (>2001)
LMC-15t LMC-15t ] LMC-15t : LMC-15t :
antecessor (n=2.335) (n=997.283) RR IC 95% (n=677) RR IC 95% (n=1.658) RR IC 95%
Labio 12(0,51) 2069 (0,21) 2,48~ 141437  7(1,03) _ 416~  1,95884 5 (0,30) 2,01 0,84-4,81
Lingua 24(1,03) 7.221(0,72) 1,42* 096212  16(2,36) _ 3,36  1,99-5.65 8 (0,48) 070  0,34-1,42
Boca 20 (0,86)  4.548 (0,46) 1,88~ 122292  13(192) 3,77  2,126,67 7(0,42) 111 0,52-2,35
Colo do utero 12(0,51)  3.062(0,31) 1,68~  0,952,95  6(0,89) 2,06  1,32-6,62 6 (0,36) 132 0,59-2,96
Prostata 284 (12,16)  75.687(7,59)  1,60*  1,44-1,79 99 (14,62) 1,64 129208  185(11,16) _ 1,55~  1,29-1,86
Olho e orbita 8(0,34) 1598 (0,16) 2,14  1,07-429  3(0,44) 3,22 1,08-9,54 5 (0,30) 2,05  0,85-4,91
NHL-Extranodal 39 (1,67) 12.650(1,27)  1,32*  0,97-1,80  12(1,77) 1,49 0,82-2,69 27 (1,63) 127 0,841,917
LLA 98 (421) 977 (0,10) 42,95™ 3504-53,65 24 (355) 41,10 26,43-63,84 74 (4,46) 109 0,69-1,71
LLC 47 (2,02)  9165(0,92) 2,20  1,652,92  10(1,48) 1,62 0,85-3,0 37(223) 249~  1,73-355
LMA 279(11,98) 10.571(1,06) 11,30 10,11-12,64 4 (0,59) 0,81 031212 275(16,59) 11,567  9,86-13,56
O“t::ijsi‘;zm'a 37(1,58) 444 (0,04) 3563* 24,68-51,01  4(0,59)  14,24*  541-37,38 15(0,90) 4585 31,13-67,47
Leucemia 15(0,64)  530(0,05)  12,12** 7,27-20,21 0 0,00 . 33(1,99) 17,79 10,35-30,53
monocitica aguda
Outraleucemia .7 4 59)  444(0,04) 453 226908  1(0,15) 207  0,40-10,66 8 (0,48) 3,49*  1,81-7,50

aguda

Nota: RR, risco relativo; IC, intervalo de confianca; LLA, Leucemia linfoide aguda; LLC, Leucemia linfoide crénica; LMA, Leucemia
mieloide aguda. * indica valor de p<0,05, **indica valor de p<0,01; FONTE: O autor (2020)
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TABELA 8. CANCERES SECUNDARIOS A LMC RELATADOS NA LITERATURA

Autor Local Periodo n Achados
. Base de dados Era pré-ITK Canceres da cavidade oral e pulmao, célon, linfoma
Curtis [258] SEER — EUA (1973-2000) 1281 ndo-Hodgkin e LLA
Adenocarcinoma de prdéstata (n=3), de célon (n=1),
Duman,

Paydas [259]

Nao reportado

Era ITK

8 carcinoma na bexiga urinaria (n=1), de células
escamosas (n=1), Tumor adenomatoide testicular
(n=1), Linfoma difuso de grandes células B (n=1)

Frederiksen,
Farkas [256]

Registro nacional

da Dinamarca

Era pré-ITK
(1977-2008)

CA hematoldgicos (RR 5,2, IC 95% 2,8-8,7),CA néo-

1026 hematoldgicos (RR 1,6, IC 95% 1,3-2,0)

Gambacorti-

Passerini,

Estudo

Era ITK (1999-

Prostata 10 (1,2%), Mama (n=3, 0,4%), Cdlon 3
(0,3%), Pulméao 2 (0,2%), Renal 2 (0,2%), Pele,
30 célula escamosa 2 (0,2%), glandula adrenal, trato

Antolini multicéntrico 2004) biliar, bexiga, glandula salivar, sistema nervoso
ntolini [260]. ; ~ . )
central, linfoma Ndo Hodgkin, outra Leucemia e
endométrio (cada um com n=1, 0,1%)
Gugliotta, Mais comum: cancer de colon, prostata, tireoide,
Castagnetti Italia - (GIMEMA) Era ITK 30 mama, sistema nervoso central, pancreas, figado, e
[261] linfomas ndo Hodgkin
Gunnarsson, Registro nacional Cancer de proéstata (26,9%), ginecologico (7,7%), de
Stenke [262] Sueco Era ITK (>2002) 65 mama (7,7%), tumores gastrointestinais (25%)
Gengiva (RR 3,7; p=0,002), LLC (RR 3,4; p< 0,001),
jejuno (RR 3,1; p=0,004), estbmago (RR 2,1; p=
K“mggsearg BS""EESG d;gzs Era 'ZT(szOO' 511 0,005), tireoide (RR 2,2; p< 0,001), melanoma (RR
[263] - ) 1,5; p=0,024), pulmao (RR 1,4; p=0,006), préstata
(RR 1,3; p=0,026)
Cancer de proéstata (n =9, 13%), colorretal (n=6,
9%), pulméo (n=6, 9%), linfoma ndo-Hodgkin (n=7,
10%), melanoma maligno (n=5, 7%), tumores de pele
Miranda, ECR CML IV- Era ITK (2002- 64 (n=5, 7%), mama (n=5, 7%), pancreas (n=4, 6%), rim
Lauseker [264] Alemanha 2012) (n=4, 6%), LLC (n = 3, 4%), cabega e pescogo (n=2,
3%), vesicula biliar (n=2, 3%), sarcoma (n=2 3%),
es6fago, estdmago, figado, vulva, utero, cérebro
(n=1 para cada)
Pilot, [ggg;mska Franca Era I;$<0(52)004' 110 Nao teve segunda doenga relacionada a LMC
Estdbmago (RR 2,76, IC 95% 1,33-5,08), cancer de
Rebora, Czene Base de dados Era pré-ITK 145 pele (RR 5,36, IC 95% 3,18-8,47), trato urogenital
[257] Suécia (1970-1995) (RR 1,61, 1C 95% 1,15-2,21), LLC (RR 5,53, IC 95%
1,79-12,89
Roy[,z(ég]llhot Franca Era |;|'(;(0£11)999- 6 Cancer de prostata (n=3), bexiga (n=1), Célon (n=1)
Tumores sélidos (RR 1,14, IC 95% 1,02-4,09),
cavidade oral e faringe (RR 2,73, IC 95% 1,73-4,09),
sistema digestivo (RR 1,29, IC 95% 1,05-1,58),
Era pré-ITK e figado, vesicula biliar, ducto biliar intra-hepatico e
Gﬁg"’;:‘ea[ggg] Bg‘éggidégzs ITK (1992- 473 outras vias biliares (RR 1,89, IC 95% 1,06-3,11),
2009) flandula adrenal (RR 16,90, IC 95% 2,05-61,04),
doengas hematoldgicas e linfaticas (RR 2,43, IC 95%
1,74-3,11), linfoma (RR 2,43, IC 95% 1,74-3,31)
leucemias (RR 3,47, IC 95% 0,42-12,53)
Verma, Era ITK (1996- Cancer de pele (31%), préstata (15%), melanoma
Kantarjian EUA 66 (13%), sistema digestivo (10%), renal (4%), tireoide
[267] 2010)

(4%), mama (3%), LLC (3%)

Voglova, Muzik
[268]

Republica Tcheca

e Eslovaquia

Era ITK (2000-
2009)

Cancer de pulmao (n=7), mama (n=4), Pancreas
(n=2), Tecido hematopoiético (n=3), préstata (n=2),
35 célon (n=2), utero (n=2), bexiga, rim, testiculo, anus,
reto, jejuno, apéndice, colo de utero, pele, glandula
adrenal, estbmago e laringe (n=1 cada)

Nota: ITK, inibidor de tirosina quinase; RR, risco relativo; IC, intervalo de
confianga; LLC, leucemia linfoide cronica; FONTE: O autor (2020)

76



Ha muitos fatores de risco que afetam o desenvolvimento de uma segunda
malignidade em sobreviventes de cancer. Os efeitos colaterais tardios do
tratamento utilizado (quimioterapia ou radioterapia) sdo um desses fatores de
risco. As alteragdes citogenéticas além do cromossomo Philadelphia sdo comuns
na progressao da doencga devido a instabilidade genética causada pela atividade
descontrolada da tirosina quinase BCR-ABL. Porém, pacientes tratados com ITKs
e com CMR ou CCyR ainda podem apresentar anormalidade cromossdmicas. Ja
existem relatos mostrando o aumento de células neoplasicas em culturas tratadas
com esses inibidores, possivelmente por esses farmacos ligarem a outros sitios
de ATP em outros proteinas quinases, como o receptor de fator de célula-tronco
c-KIT, o PDGFR a e B, e a familia SRC de tirosina quinases LCK, FRK, FYN [270].

Além disso, a tirosina quinase ABL interage com varias proteinas
relacionadas ao mecanismo de reparo do DNA, como a proteina RAD51 que
desempenha um papel essencial no reparo de quebra de cadeia dupla de DNA.
Adicionalmente, apresenta agao pro-apoptoética por ligar diretamente a p53,
possibilitando a parada do crescimento na fase G1. Defeitos no reparo do DNA e
na parada G1 pela inibicdo da c-ABL mediada pelos ITKs podem predispor as
células a replicacdo do DNA danificado, levando a instabilidade genética [270-
272]. O sistema imunolégico tem papel fundamental na eliminagao desses clones
aberrantes. Contudo, os ITKs tém acdo imunossupressora, comprometendo a
resposta imunoldgica celular por inibir a ativagao e proliferagdo de células T ao
diminuir a agao de células dendriticas e a produgao de citocinas responsaveis pelo
estimulo das respostas primarias das células T [254, 270, 272-274].

Essas observagdes sugerem relagao entre ITK e a origem das aberragdes
dos centrossomas e dos cariétipos (instabilidade genética) e, portanto, podem
explicar o surgimento de anormalidades cromossdmicas clonais nas células
progenitoras BCR-ABL negativas sob terapia com imatinibe. Em geral, apds o
paciente alcancar a CMR é recomendado que o paciente continue usando os ITKs
[275]. Apesar de ja serem bem conhecidos os eventos adversos dos ITKs a curto
prazo, com o aumento da sobrevida dos pacientes com essa terapia, surgem
efeitos a longo prazo ainda ndo claramente identificados, como neoplasias
secundarias [267, 275].
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6.3.2. Outros canceres como fator de risco para a LMC

Na TABELA 9 sao apresentados os resultados de quais canceres podem
se comportar como fatores de risco para a LMC. Ja existem relatos na literatura
associando a LMC como doenga posterior a outras doengas hematolégicas [276-
282]. Além disso, o comprometimento imunoldgico pode ser um fator que
predispde o quadro da LMC. A vigilancia imune diminuida aumenta a chance de
que uma célula-tronco hematopoiética anormal escape dos mecanismos de
inibicdo [283]. Contudo, para isso, € necessario também que o paciente seja
suscetivel a leucemia, ou seja, apresente certa predisposi¢ao hereditaria [283].

A associagao da leuceia linfocitica crénica (LLC) com a LMC ja é relatada
na literatura [276-282]. Pacientes com LLC apresentam maior suscetibilidade ao
desenvolvimento de outras neoplasias devido ao préprio processo leucémico,
assim como pela imunodeficiéncia presente [276, 277, 280, 283]. Ainda, o
tratamento da LLC com agentes alquilantes pode contribuir para a evolugao da
LMC, devido a este induzir anormalidades imunoldgicas [276-278, 280]. Ainda, a
associacao de disturbio linfoproliferativo e mieloproliferativo pode ser devido a
transformagao neoplasica de um unico progenitor capaz de diferenciar linhagem
celular linfoide/mieloide. Entretanto muitos autores questionam que as doencas
nao surgem de diferentes clones celulares, devido a negatividade de um marcador
molecular em comum [277, 280, 282].

Adicionalmente, na literatura, ja existem estudos associando a LMC com
cancer na amigdala [284], nasofaringe [285], tireoide[286-288], testiculo [289-
291], prostata [292] e mama [293, 294]. Mas todos os estudos associam a LMC
como doenca secundaria deve-se a terapia realizada para este cancer inicial,

principalmente a radioterapia (TABELA 10).
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TABELA 9. NUMERO DE CANCERES ANTECEDENTES A LMC E NAO LMC

Cancer subsequente (I;IZI?? ?j;:l) (::x’g:;;) RR IC 95%
Retroperitonio 5(0,15) 574 (0,06) 2,63 1,09-6,34
Proéstata 783 (23,73) 149.204 (14,97) 1,58**  1,49-1,69
Testiculo 25 (0,76) 3.873 (0,39) 1,95**  1,32-2,88
Tireoide 93 (2,82) 15.759 (1,58) 1,78**  1,46-2,18
Hodgkin— Nodal 24 (0,73) 5.052 (0,51) 1,43* 0,96-2,14
Nao-Hodgkin Linfoma 159 (4,82) 35.014 (3,51) 1,37**  1,18-1,60
NHL-Nodal 103 (3,12) 23.350 (2,34) 1,33**  1,10-1,61
NHL-Extranodal 56 (1,70) 11.664 (1,17) 1,45 1,12-1,88
Mieloma 42 (1,27) 7.098 (0,71) 2,11** 1,32-2,42
Leucemia linfocitica aguda 26 (0,79) 598 (0,06) 13,13** 8,88-19,42
Leucemia mieloide aguda 30 (0,91) 1.616 (0,16) 5.61**  3,91-8,03

*

Nota: IC, intervalo de confianca; RR, risco relativo;
**indica valor de p<0,01; FONTE: O autor (2020)

indica valor de p<0,05,
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TABELA 10. AVALIAGAO DA INFLUENCIA DA EXPOSIGAO A QUIMIOTERAPIA E RADIOTERAPIA ANTES DA LMC

Fez quimioterapia antes da

Nao fez quimioterapia

Fez radioterapia antes da LMC

Nao fez radioterapia

Cancer primario LMC
(antes da LMC) LMC-2 0 LMC-2nd 0 LMC-2nd 0 LMC-2 0
neoasy KR IC9s% DL RR O ICeS% oo RR . IC95% . To. RR O IC95%
Nasofaringe  2(0,31) _ 3,34 0931196 2(0,08) 081 022290 4 (045) 430" 1641125 0 : !
Amigdala _ 4(062) 158 060413  6(0,23) 055 025124 10(1,11) 263"  1,38-5,00 0 : :
Outras cavidades 4, 16) 368 0711894  1(004) 089 017-459 2(022) 440" 1231578 0 . .
orais e faringe

Lainge  4(062) 045  0,47-1,19 28(1,05) 069 046-104 25(2,78) 181" 1,18-277 7(029) 020  (0,1-043)

Retroperitonio  1(0,16) 4,03 0,7820,72 _ 4(0,15) 293" 1,12-7,66 _ 1(0,11) 193 0571487 _ 4(0.17) 324" 124847
129 365 - . -

Mama 2003 0% 076117 U 068" 059078 231(2572) 115°  097-137 263(1092) 0557 047-065
Prostata  4(0,62) 005"  0,020-0,14 (2798,0?0) 1,74 156-1,94 320 (35,63) 238"  1732,35 464 (19,27) 124"  1,00-1,41
Testicuo  6(0,93) 258 1,155,77  19(0,71) 188~ 1,16:3,03 11(1,22) 3,156% 1,76:604 14(0,58) 155  0,89-2,68
Tireoide 0 : : 93(349) 2,18™ 1,71-277 61(6,79) 430° 3,07-549 32(1,33) 086  0,56-125

Hodgkin—Nodal 15 (2,33) 4,66  2,72-7,96 _ 9(0,34) 0,71 036-1,38 10 (1,11) 229" 1204,35 14(058) 1,19 _ 0,68-2,06
NHL-Nodal 64 (9,94) 307" 272:7,96 39 (1,47) 064" 045090 13(145) 062  0,36-1,14 90 (3,74) 1,58 1,24-2,02
NHL-Extranodal 29 (4,50) 3,78  2,02-477 27 (101) 088 057-1,33 14(156) 1,33  0,792,38  42(1,74) 149" 1,07-2,10
Micloma 24 (3,73) 518" 3357,99 18(0,68) 097 060-160 6(0,67) 094 045227 36(1,50) 211" 147-3,03
LLC 14(217) 189" 100329 35(1,31) 1,13 079-1,63 _1(0,11) 009 003074 48(199) 1,70° 1,24-2,34

LLA 24(373) 60,96 39209448 2(008) 156 044559 5(056) 927 4222425 21(087) o0 T
LMA 23(3,57) 21,74" 13,93-3388  7(026) 1,74  0,82-3,68 0 : : 30 (1,25) 7,72 521-11,44
Outras mieloides  1(0,16) 12,22 2376294  4(0,15) 888" 3382329 0 : - 261(10,84) 6,70% 571-7,86

Nota: LLA, Leucemia linfocitica aguda; LMA, Leucemia mieloide aguda; LLC, Leucemia linfoide crénica * indica valor de p<0,05,
**indica valor de p<0,01; FONTE: O autor (2020)
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O desenvolvimento de neoplasias secundarias, como a LMC, ja é
discutido na literatura como consequéncia da radioterapia, irradiagdo e
quimioterapia [283, 295, 296].

A irradiagdo como fator de risco para a LMC ja é abordada em relatos de
sobreviventes de bombas atémicas [297]. Isso ocorre devido a radiacao induzir
alteragdes cromossOmicas, mais especificamente a quebra cromossémica [283].
O risco de desenvolver a LMC ap6s a radiagao esta associado a dois processos
celulares: iniciagdo, que corresponde ao surgimento de alteragdes que tornam
uma célula pré-maligna (como translocagbes, muta¢des pontuais, inversoes,
delecdes), e a inativagao, que é qualquer evento que inviabiliza essa célula pré-
maligna [282, 295]. Doses muito altas de radiacdo favorecem mais a morte
celular do que a transformagéo, enquanto baixas doses de irradiagdo (como
sobreviventes de bombas atdmicas) e altas doses com baixa frequéncia
favorecem a transformacaol/iniciacao [282]. A chance do surgimento da LMC
posterior a terapia depende entdo da dose e da duragéo da radiagao. Portanto,
considerando as diferentes abordagens terapéuticas disponiveis para as
neoplasias primarias, a laténcia do tratamento até o diagnostico da LMC varia
conforme o tratamento adotado [283].

Como a radiacdo pode agir de forma inespecifica, previa-se mais
alteracgdes citogenéticas na LMC devido ao tratamento, além do BCR-ABL,
porém no estudo de Yang e colaboradores (2018) foi encontrado que 83,5% dos
casos de LMC secundaria continham de achado somente o cromossomo Ph
[283].

A associacao entre a LMC e o cancer de préstata pode estar relacionada
ao tratamento deste segundo cancer, que consiste na radioterapia por feixe
externo [295]. Essa radiagdo desregula o mecanismo imunoldgico, pelo efeito
imunossupressor da resposta inata, principalmente as células NK (do inglés,
natural killer). Essas células sao responsaveis pelo reconhecimento de clones
malignos que podem resultar em outros canceres como a LMC [292, 298].

O desenvolvimento de LMC secundaria ao linfoma de Hodgkin pode ser
tanto pela radioterapia (RR=2,29) quanto pela quimioterapia (RR=4,66), contudo,
estudos anteriores demonstraram que, em geral, a quimioterapia no linfoma de
Hodgkin tende a desencadear principalmente a LMA, por outro lado a exposi¢ao

a radiacao ionizante favorece a LMC. A radiagdo ionizante escassa é
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considerada um indutor potente para translocag¢des reciprocas, enquanto a
quimioterapia predispde a um maior numero de mutagbes e mais complexas,

que nao é caracteristico da fase crénica da LMC, e sim a LMA [299, 300].

7. CONCLUSAO

Os fatores progndésticos associados a um aumento da SG na LMC sao:
individuos jovens, do sexo feminino, submetidos a quimioterapia e
diagnosticados apdés 2001 — que potencialmente fazem uso de ITK como
quimioterapia. Outros fatores que também contribuiram no melhor prognostico
dos pacientes foram os testes de diagnédstico, a sequéncia do tumor e a raca.
Outros canceres prévios que sao tratados com radioterapia tém potencial de se
comportar como fatores de risco para desenvolvimento da LMC (como cancer
secundario). Por sua vez, a LMC como doenga primaria pode levar ao
aparecimento de outros tipos de cancer, incluindo de boca, labio, lingua, prostata
e outras malignidades hematologicas devido a prépria patologia da doenga ou
pelo tratamento com ITK.

Este estudo apresenta algumas limitagdes relacionadas especialmente ao
acesso de dados e tipos de informagdes disponiveis na base de dados SEER,
que podem prevenir outras analises ou conclusdes sobre fatores progndsticos e
de risco na LMC. Nao foi possivel obter informagdes completas sobre o tipo de
tratamento recebido pelo paciente (i.e. dados apresentados, apenas como “sim”
ou “nao/desconhecido” para quimioterapia e radioterapia), ou sobre adesao a
terapia. Ainda, ndo havia informacdes sobre os fatores subjacentes que podem
aumentar a suscetibilidade ao céncer secundario, como fatores genéticos,

comorbidades, estilo de vida e microambiente do tumor primario.
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CAPITULO 2. REVISAO
SISTEMATICA E META-
ANALISE DE EFICACIAE
SEGURANCA DOS ITKS
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8. INTRODUGAO

A farmacoterapia da LMC é baseada principalmente no uso de ITK. O
primeiro inibidor da BCR-ABL a ser utilizado na pratica clinica foi o mesilato de
imatinibe, que demonstrou maior tolerabilidade e menor probabilidade de
progressdo para fase acelerada ou blastica em comparagdo ao interferon-a
associado a citarabina, quimioterapia base antes do desenvolvimento dos ITK
[78, 301].

De acordo com a ELN e a NCCN, a resposta ideal ao ITK é definida como
CHR e CCyR em seis meses de tratamento, e CMR ou MMR em 12 meses de
tratamento [24, 103]. Contudo, muitos pacientes em uso de imatinibe nao
atingem os objetivos do tratamento, principalmente devido a resisténcia aos
medicamentos. Assim, novos medicamentos desta classe foram desenvolvidos
e aprovados pelas agéncias reguladoras. As novas geragdes de ITK incluem:

dasatinibe, nilotinibe, bosutinibe, ponatinibe e radotinibe [301].

A segunda geracdo (dasatinibe, nilotinibe e bosutinibe) € considerada
mais potente e eficaz que o imatinibe em pacientes resistentes ao tratamento de
primeira linha. O ponatinibe e o radotinibe (ITK de terceira geragao) sao eficazes
em pacientes refratarios ao dasatinibe ou nilotinibe e com mutacdo T315I,
respectivamente [5, 107]. No entanto, ndo ha estudos comparando diretamente
a eficacia e a seguranca de todos esses ITK disponiveis no mercado para o
tratamento da LMC.

A meta-analise em rede (do inglés network meta-analysis, NMA) surgiu
como uma alternativa eficaz para comparar varios tratamentos em um unico
modelo. As vantagens desta metodologia em comparagao com as meta-analises
diretas incluem a possibilidade de comparar em um unico modelo diferentes
intervencdes que nao tenham sido avaliadas de maneira pareada em estudos
primarios (p. ex. ensaios clinicos), permitindo assim um aumento significativo no
numero de pacientes comparados e uma maior evidéncia comparativa [302].
Portanto, este capitulo tem como objetivo conduzir uma revisdo sistematica e
NMA para comparar a eficacia e a seguranga entre os ITK disponiveis no
mercado [227, 228].

84



9. OBJETIVO

9.1. Objetivo geral

Comparar a evidéncia do perfil de eficacia e seguranga dos ITK utilizados

para LMC e ponderar seus riscos e beneficios.

9.2. Objetivo especifico
¢ Reunir dados de eficacia e seguranga dos inibidores de tirosina quinase
bosutinibe, dasatinibe, imatinibe, nilotinibe, ponatinibe e radotinibe.
e Analisar o risco de viés e a qualidade dos estudos incluidos.
e Avaliar comparativamente a eficacia, seguranca e tolerabilidades dos

inibidores de tirosina quinase.
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10. MATERIAL E METODOS

10.1. Revisao sistematica

O protocolo deste estudo foi registrado no PROSPERO (numero de
registro CRD42017065864).

Visando reunir evidéncias sobre a eficacia e seguranga dos ITK
recomendados para o tratamento da LMC uma busca sistematica na literatura
foi realizada, baseada nos sete passos recomendados pela diretriz metodoldgica
internacional da Cochrane Collaboration Cochrane Handbook for Systematic
Reviews of Interventions, The Cochrane Collaboration [303] e da Preferred

Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA) [304].

Inicialmente, foi estruturada a pergunta da pesquisa utilizando o acrénimo
PICOS, para a identificagdo dos estudos. Portanto, os estudos incluidos

deveriam contemplar os seguintes critérios:

e P (populacéo): pacientes adultos (> 18 anos) diagnosticados com LMC;

e | (intervencao terapéutica): ITK usado no tratamento da LMC (imatinibe,

dasatinibe, nilotinibe, bosutinibe, ponatinibe, radotinibe), independente da
concentracao, regime posoldgico e tempo de tratamento;

e C (comparador / controle): qualquer outro medicamento da classe ITK

(head-to-head) (farmaco-farmaco) ou placebo;

e O (outcome | desfechos): desfechos clinicos de eficacia (resposta

hematoldgica, citogenética e molecular) e seguranga (eventos adversos
Sérios);

o S (Study design / desenho de estudo): ensaio clinico randomizado (ECR).

10.1.1. Critérios de inclusdo e exclusio

Apos a definigdo da pergunta, os critérios de inclusdo e exclusao de
artigos puderam ser definidos. Foram incluidos ECR que atendiam os critérios
estabelecidos pelo acrénimo PICOS e publicados até fevereiro de 2018. Foram

excluidas publicagbes escritas em algarismos n&o romanos.
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10.1.2. Localizacdo dos estudos

A busca pelas publicagbes foi conduzida nas bases de dados

MEDLINE/Pubmed, Web of Science, Scielo e Scopus, e complementada através

de busca manual (analise das referéncias dos artigos incluidos).

Para a busca dos trabalhos foram utilizados os seguintes descritores na

estratégia de busca: nomes comerciais e genéricos dos medicamentos da classe

de inibidores de tirosina quinase aprovados pela Food and Drug Administration

(FDA), o termo leucemia mieloide cronica e sinbnimos, além dos descritores

referentes a ensaios clinicos — padronizados pelo Pubmed para este query. Os

descritores foram adaptados para cada base de dados e combinados através de

operadores booleanos (OR e AND). A estratégia de busca para cada base de
dados é apresentada na TABELA 11.

TABELA 11. ESTRATEGIA DE BUSCA UTILIZADA NAS BASES DE DADOS

Base de
dados

Estratégia de busca

PubMed

(imatinib[Title/Abstract] OR  glivec[Title/Abstract] OR  Gleevec
[Title/Abstract] OR dasatinib[Title/Abstract] OR sprycel[Title/Abstract] OR
nilotinib  [Title/Abstract] OR tasignal[Title/Abstract] OR bosutinib
[Title/Abstract] OR bosulif[Title/Abstract] OR ponatinib[Title/Abstract] OR
iclusig[Title/Abstract] OR radotinib[Title/Abstract] OR supect
[Title/Abstract] OR "tyrosine kinase inhibitor"[Title/Abstract]) AND ((clinical
[Title/Abstract] AND trial[Title/Abstract]) OR "clinical trials as topic" [MeSH
Terms] OR "clinical trial"[Publication Type] OR random* [Title/Abstract])
OR "random allocation"[MeSH Terms] OR "therapeutic use"[MeSH
Subheading]) AND ("Chronic Myeloid Leukemia" [Title/Abstract] OR
"chronic  myelogenous leukemia"[Title/Abstract] OR "leukemia,
myelogenous, chronic"[MeSH Terms])

Scopus

TITLE-ABS-KEY (imatinib OR glivec OR gleevec OR dasatinib OR
sprycel OR nilotinib OR tasigan OR bosutinib OR bosulif OR ponatinib
OR iclusig OR radotinib OR supect OR "tyrosine kinase inhibitor")
AND TITLE-ABS-KEY (clinical AND trial) AND TITLE-ABS-KEY (chronic
AND myeloid AND leukemia) AND (LIMIT-TO (DOCTYPE , "ar") OR
LIMIT-TO (DOCTYPE, "ip"))

Web of
Science

("chronic myeloid leukemia”) AND ("randomized trial") AND ("tyrosine
kinase inhibitors") (Topic)

Scielo

Leukemia AND Trial AND (imatinib OR dasatinib OR nilotinib OR bosutinib
OR ponatinib OR radotinib)

FONTE: O autor (2020)
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10.1.3. Selecado dos estudos

Dois revisores independentes selecionaram os artigos potencialmente
relevantes para a revisdo baseados no titulo e resumo. Se houvesse
discordancia sobre a inclusdo do artigo, um terceiro revisor era consultado. Os
artigos selecionados nesta fase foram lidos na integra e tiveram seus dados

coletados.

10.1.4. Coleta dos dados

Os dados foram extraidos em tabelas pré-elaboradas no Microsoft Office
Excel. Os dados coletados consistiram em dados gerais e basais do estudo,
desfechos de eficacia (resposta hematoldgica, citogenética e molecular) e
segurancga (eventos adversos sérios e gerais, e eventos hematoldgicos de grau
3-4).

10.1.5. Avaliacio da qualidade dos estudos

A qualidade metodoldgica atribuida a ensaios clinicos incluidos implica na
confiabilidade do estudo. Essa avaliagao foi realizada por meio da escala de
Jadad, que apresenta cinco questbes visando avaliar a randomizacgao,
cegamento, e descri¢cao de perdas e exclusdo. Dessa forma, considera-se como
estudo de moderada ou elevada qualidade metodoldgica em caso de escore
igual ou superior a 3 pontos, respectivamente [305].

Outra avaliagao realizada nos estudos incluidos foi o risco de viés através
da ferramenta da Cochrane Collaboration, disponibilizada no Cochrane —
Handbook de revisbes sistematicas de intervengdes em saude [303]. Essa
ferramenta também remete a confiabilidade do estudo, entretanto, apresenta
seis dominios, sendo os seguintes: selecdo, performance, detecgao, atrito,
publicacao e outras fontes de vieses.

Os resultados obtidos com estas duas ferramentas permitem conhecer a
confiabilidade do estudo e ndo sao considerados como critérios de exclusao dos

estudos.
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10.2. Apresentacgao dos resultados e meta-analises

A andlise foi feita através de comparagdes diretas e indiretas entre os
tratamentos disponiveis. Assim, na presenga de ambas as comparagdes, estas
foram interpoladas gerando um resultado misto. Esse teste foi realizado por meio
de metodologia bayesiana, em que o intervalo relacionado a medida de efeito
encontrada deve ser considerado como intervalo de credibilidade (ICr), utilizando
o software Addis, versao 1.16.8. ICr de 95% representa que ha 95% de
probabilidade de que o valor de OR esteja dentro do intervalo especificado [306].

Além disso, foi realizado um ranqueamento dos farmacos, definindo com
isso qual tratamento é considerado o melhor e o pior para cada desfecho. Esse
ranqueamento foi calculado via surface under the cumulative curve analyses
(SUCRA) [307].

A avaliacédo da inconsisténcia entre as evidéncias da comparagao direta
e indireta foi realizada com base no node-splitting, sendo que em casos de
inconsisténcia (valor de p<0,05), foram realizadas analises de sensibilidade para

detectar a causa dessa discrepancia [308, 309].

11. RESULTADOS

11.1. Revisao sistematica

Apds pesquisar nas bases de dados eletrénicas e fazer remocao das duplicatas,
5.012 registros foram incluidos para a leitura de titulo e resumo. Destes, 62 foram
lidos na integra, e 21 foram incluidos na revisao sistematica. Outros trés registros
foram adicionados manualmente, resultando em um total de 24 artigos [310-333]
referente a 17 ECR (FIGURA 9).
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FIGURA 9. FLUXOGRAMA DA REVISAO SISTEMATICA
FONTE: O autor (2020)

Os estudos incluidos nesta revisao sistematica foram publicados entre
2009 e 2017 e a maioria eram multicéntricos (82,3%). Os pacientes do sexo
masculino representaram 58% dos pacientes e a idade variou de 18 a 91 anos,
com mediana de 50,5 anos (IQR 47,0 - 52,8 anos). A duracado do tratamento
variou de 12 a 120 meses. Todos os estudos foram realizados de forma direta e
englobaram os medicamentos bosutinibe (n=3), dasatinibe (n=5), imatinibe
(n=23), nilotinibe (n=5), ponatinibe (n=1) e radotinibe (n=1) em doses diferentes.
Todos os estudos incluiram apenas pacientes na fase crénica da LMC. Nao
foram encontrados ensaios clinicos controlados por placebo. As principais

caracteristicas dos 24 estudos incluidos estdo apresentadas na TABELA 12.
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TABELA 12. PRINCIPAIS CARACTERISTICAS DOS ESTUDOS INCLUIDOS

Registro do

Tempo

N° de

Idade

%

. Pais Autor Farmaco . Desfecho
ensaio (meses) paciente (anos) Homem
Imatinibe 7 50 62.5 CMR, MMR,
.. 400 mg (23-80) ? CCyR, CHR,
Deininger, 2014 .
12 .. anemia, eventos
[317] Imatinibe 73 32 64,4 adversos sérios.
NCT00070499 EUAe 800 mg (19-82) > boci D
ECR, fase III Canada trombocitopenia
? Imatinibe 123 50 535 CMR, MMR,
400 mg (19-89) K CCyR, CHR,
Radich, 2012 [329] 12 .. anemia, eventos
Imatinibe 47 -
100 123 (18-90) 60,2 adversos sérios,
me trombocitopenia
START-R Dasatinibe 51 .
NCT00103844  ° ™15 Kantarjian, 2009 140 mg 01 ass) %2 Anerniz,
em 23 24 . leucopenia,
ECR, open ai [324] Imatinibe 49 51 45 neutronenia
label, fase 2 paises 800 mg* (24-80) cutrope
Dasatinibe 56
100 mg 167 (20-78) >0
NCT00123474  Multicentro Dl%sgtrlr‘l“t,’f 18 15f8 P ICA;‘S“;E’a
ECR, open (139 Shah, 2010 [331] 24 mg ucopenia,
label. fase 3 aises) Dasatinibe 167 54 4 neutropenia,
’ p 140 mg (20-84) trombocitopenia
Dasatinibe 55
140 mg* 168 (18-83) 46
Imatinibe 45
Cortes, 2010 [312] 17 400 mg w7 as7s) MMR, CCyR
TOPS ’ Imatinibe 319 48 s74 Y
NCT00124748 19 paises 800 mg* (18-75) i
ECR, open P Imatinibe 157 45 535 Anemia,
label, fase 3 Baccarini, 2014 400 mg (18-75) ? leucopenia,
42 .. .
[310] Imatinibe 319 48 574 neutropenia,
800 mg* (18-75) i trombocitopenia
ISTAHIT Imatinibe 13 46 0 Anemia,
NCT00327262 7 paises Petzer, 2012 [328] 6 400'rr}g (20—68) leucopemg,
ECR, open Imatinibe 114 46 47 neutropenia,
label, fase 3 800 mg* (18-76) trombocitopenia
Nilotinibe 47
300 mg* 282 (1ggsy 60
. Nilotinibe 47 MMR, CCyR,
Saglio, 2010 [330] 12 400 mg* 281 (18-81) 62,0 MCyR, CHR
ENESTnd Imatinibe 46
NCT00471497 38 pai 400 mg 283 (18-80) 36,0
ECR, open paises Nilotinibe % 47 S6.0
label, fase 3 300 mg* (18-85) ’ Anemia,
Hochhaus, 2016 Nilotinibe 47 leucopenia,,
[321] 36 400 mg* 281 (18-81) 62,0 neutropenia,
Imatinibe 46 trombocitopenia
400 mg 283 (18-80) 36,0
Dasatinibe 46
Kantarjian, 2010 i 100 mg 239 (ggey 00 MMR. COVR
DASISION [325] Imatinibe 260 49 63.0 e
NCT00481247 89 paises 400 mg (18-78) >
ECR, open P Dasatinibe 259 46 56.0
label, fase 3 Cortes, 2016 [316] 60 IOO.II}g (18-84) Anemla, )
Imatinibe 260 49 63.0 trombocitopenia
400 mg (18-78) i
Imatinibe 108 51 570
NCT00514488 - Baccarani, 2009 400 mg (18-81) ’ MMR, CCyR,
Italia 12 .
ECR [311] Imatinibe 108 51 550 MCyR
800 mg* (18-84) ’
ENESTcmr Nilotinibe 104 46 68
NCTO00760877 1 ticentro  Hughes, 2017 [322] 48 800 mg (23-82) Anemia,
ECR, open Imatinibe 103 52 63 trombocitopenia
label, fase 3 400/600 mg (19-76)

Nota: *Regimes designados foram igualmente divididos em duas doses por dia; CMR, resposta
molecular completa; MMR, resposta molecular maior; CCyR, resposta citogenéticamolecular
completa; MCyR, resposta citogenética maior; CHR, resposta hematoldgica completa; FONTE:
O autor (2020)
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Conclusao: TABELA 12.

PRINCIPAIS CARACTERISTICAS DOS ESTUDOS

INCLUIDOS
. o o,
Reglstr.o do Pais Autor Tempo Farmaco N . de Idade % Desfecho
ensaio (meses) paciente (anos) Homem
Bosutinibe 48
Cortes, 2012 12 500 mg 250 (19-91) 60,0 Eventos adversos
BELA [315] Irfgélr;be 252 " 94_789) 54,0 sérios
NCT00574873 31 paises mg
ECR Bosutinibe 250 43 60,0 Anemia, leucopenia
Gambacorti, 36 500 mg (19-91) ’ neu t’ro enia ?
2014 [333] Imatinibe 252 47 54,0 trombocliato er,lia
400 mg (19-89) ’ P
Nilotinibe 46
LASOR . Cortes, 2016 800 mg* 96 (32-56) >4 Leucopenia,
NCT00802841 12 paises 24 . : .
ECR (2)[313] Imatinibe 95 44 58 trombocitopenia
600 mg (33-56)
NordCML006 A Dasatinibe 53
NCTO0852566 1M Hansen, 100 mg 2 2-71) 320 coyR, anemia,
ECR, open Suéc%a 2014 [320] Imatinibe 24 58 63.0 trombocitopenia
label, fase 2 400 mg (38-78) ’
ENESTchina NllOtlnlE)ke 134 41 67.9 MMR, CCyR, _
NCT01275196 . Wang, 2015 300 mg (18-76) anemia, leucopenia,
ECR, open China [332] 24 Imatinibe 39 neutropenia,
label, fase 3 400 mg 133 (19-74) 60,9 trombocitopenia
Radotinibe 45
RERISE Coreia, 300 mg* 7 (20-75) 36,0
NCTO01511289  Tailandia, Kwak, 2017 Radotinibe 43
ECR, open Filipinas, [326] 12 400 mg* 81 (18-84) 68,0 CMR, MMR, CCyR
label, fase 3 Indonésia ini
Imatinibe 81 45 64.0
400 mg (18-83)
EPIC Ponatinibe 55
NCTO01650805 21 paises Lipton, 2016 12 45 mg 155 (18-89) 63,0 CMR, MMR,
ECR, open p [327] Imatinibe 152 52 61.0 trombocitopenia
label, fase 3 400 mg (18-86) ’
BFORE Bosutinibe 52 CMR, MMR, CCyR,
NCT02130557 . Cortes, 2017 400 mg 268 (18-84) >7.1 eventos adversos
24 paises 12 L . .
ECR, open [314] Imatinibe 268 53 56.0 sérios, leucopenia,
label, fase 3 400 mg (19-84) ’ neutropenia
Imatinibe 54
400 mg 325 (16sy) 990 CCyR, anemia,
onps o0 mg. B e P neuepenis
IFN + Imatinibe 54 trombocitopenia
400 mg 351 (16-83) 61,0
Imatinibe 53
400 mg 400 (16-88) 61,0
Imatinibe 51
800 mg 200 (1ggsy 0
Hehlmann, 120 IFN +Imatinibe 430 53 59.0 CMR, MMR
2017 [319] 400 mg (16-83)
CML-Study Alemanha, .
. IFN+ Imatinibe 53
v Suica, 128 63,0
P 400 mg (18-87)
ECR, open Republica -
label Teheca Imatinibe 400 158 52 63,0
mg+ citarabina (18-79) ’
Imatinib 400 mg 406
Imatinib 800 mg 422
IFN+ Imatinibe
400 mg 434 . .
Kalmanti - Anemia, leucopenia,
5 0? 5 [21323’] 120 IFN + Imatinibe 131 53 - neutropenia,
400 mg trombocitopenia
Imatinibe 400 mg 158
+ citarabina
Imatinibe
400 mg 325

Nota: *Regimes designados foram igualmente divididos em duas doses por dia; CMR, resposta
molecular completa; MMR, resposta molecular maior; CCyR, resposta citogenéticamolecular
completa; MCyR, resposta citogenética maior; CHR, resposta hematoldgica completa; FONTE:
O autor (2020)
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11.2. Avaliagao da qualidade metodoldégica e risco de viés

No geral, a qualidade metodoldgica dos ECR foi baixa a moderada, com
uma pontuagao média de Jadad de 2,1 (TABELA 13). Todos os estudos tiveram
pontuacdo em “randomizagao” e contabilizaram a retirada ou desisténcia dos
pacientes. No entanto, apenas trés estudos (12,5%) descreveram
adequadamente seus meétodos de randomizagdo. Devido a gravidade da

condicdo clinica avaliada, todos os ensaios foram abertos.

TABELA 13. ANALISE DE QUALIDADE POR JADAD
Método Duplo- Métodode Perdas

Estudo Random. Total
random. cego cegamento estudo

Deininger, 2014 [317] 1 0 0 0 1 2
Radich, 2012 [329] 1 0 0 0 1 2
Kantarjian, 2009 [324] 1 0 0 0 1 2
Shah, 2010 [331] 1 0 0 0 1 2
Cortes, 2010 [312] 1 0 0 0 1 2
Baccarini, 2014 [310] 1 0 0 0 1 2
Petzer, 2012 [328] 1 0 0 0 1 2
Saglio, 2010 [330] 1 0 0 0 1 2
Hochhaus, 2016 [321] 1 0 0 0 1 2
Kantarjian, 2010 [325] 1 0 0 0 1 2
Cortes, 2016 [316] 1 0 0 0 1 2
Baccarani, 2009 [311] 1 0 0 0 1 2
Cortes, 2012 [315] 1 0 0 0 1 2
Gambacorti, 2014 [333] 1 0 0 0 1 2
Hughes, 2017 [322] 1 0 0 0 1 2
Cortes, 2016 (2) [313] 1 1 0 0 1 3
Hjorth-Hansen, 2014 [320] 1 0 0 0 1 2
Wang, 2015 [332] 1 0 0 0 1 2
Kwak, 2017 [326] 1 1 0 0 1 3
Lipton, 2016 [327] 1 1 0 0 1 3
Cortes, 2017 [314] 1 0 0 0 1 2
Hehlmann, 2011 [318] 1 0 0 0 1 2
Hehlmann, 2017 [319] 1 0 0 0 1 2
Kalmanti, 2015 [323] 1 0 0 0 1 2

FONTE: O autor (2020)

Em relagdo a ferramenta RoB (FIGURA 10), os estudos mostraram um
risco pouco claro de viés sobre os métodos de alocagao, principalmente porque
os estudos nao forneceram detalhes suficientes.
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Ainda, os estudos foram considerados com risco de viés incerto para
ocultagdo da avaliagao dos resultados, porque apesar dos estudos nao serem
cegados a maior parte dos desfechos eram objetivos (laboratoriais).

Todos os registros foram considerados com baixo risco de viés em relagéao
aos dados incompletos dos resultados. Quase todos os estudos declararam
patrocinio pelas industrias farmacéuticas, por isso tiverem um viés alto para o

dominio “outras fontes de viés”.

Random sequence generation (selection bias)

Allocation concealment (selection bias)

Blinding of participants and personnel (performance hias)

Blinding of outcome assessment (detection bias)
Incomplete outcome data (attrition bias)
Selective reporting (reporting bias)

Other hias

0% 26% 50% 75%  100%

Bl Low risk of bias [Junciear risk of bias Il High risk of bias

FIGURA 10. AVALIACAO GLOBAL DO RISCO DE VIES PELA FERRAMENTA
COCHRANE
FONTE: O autor (2020)

11.3. Meta-analises

11.3.1. Meta-analises de eficacia

Na FIGURA 11 sdo apresentadas as cinco redes obtidas para os
desfechos de eficacia usadas no monitoramento terapéutico: resposta
hematolégica completa (CHR), citogenética parcial (MCyR) e completa (CCyR),

e resposta molecular parcial (MMR) ou completa (CMR).
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BOSUTINIBE 500MG

BOSUTINIBE 500 MG () 4
DASATINIBE 100 MG
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NILOTINIBE 600 MG IMATINIBE 800 MG~ RADOTINIBE 600MG / IMATINIBE 800 MG
/
Y - ‘. RADOTINIBE 800 MG ~
NILOTINIBE 800 I\I(I? ) RADOTINIBE 800 MG PONATINIBE 45 MG
IMATINIBE 600 MG RADOTINIBE 600 MG

FIGURA 11. DIAGRAMA DE REDE OBTIDA PARA OS DESFECHOS DE
EFICACIA
Nota: Laranja refere-se a bosutinibe; rosa a dasatinibe; azul a imatinibe; verde a
nilotinibe; amarelo a ponatinibe; cinza a radonitibe
FONTE: O autor (2020)

As analises de comparacgao de tratamento multiplo revelaram diferengas
estatisticamente significantes entre os farmacos, especialmente para o resultado
da MMR. Exceto pelo radotinibe 600 mg, todos os farmacos foram
estatisticamente superiores ao radotinibe 800 mg. Os farmacos dasatinibe 100
mg, imatinibe 800 mg, nilotinibe 600 e 800 mg e ponatinibe 45 mg foram
superiores aos imatinibe 400 mg. O radotinibe 600 mg foi considerado pior que
o nilotinibe 600 mg (OR 0,29 [ICr95% 0,10-0,80]), nilotinibe 800 mg (OR 0,30
[ICr95% 0,09-0,87]) e ponatinibe 45 mg (OR 0,09 [ICr95% 0,01-0,81]). Para os

demais desfechos, diferencgas significativas foram observadas para:
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¢ Resultado do CCyR: valores de OR 2,01 [ICr95% 1,03-4,88] favoreceram

100 mg de dasatinibe em comparagdo com 400 mg de imatinibe.

¢ Resultado de CHR: valores de OR 5,81 [ICr95% 1,14-31,56] favoreceram

o nilotinibe 600 mg comparado ao bosutinibe 500 mg;

e Resultado de CMR: valores de OR 51,30 [ICr95% 1,44-4170,60]
favoreceram 45 mg de ponatinibe em comparagdo com 400 mg de

imatinibe.

Nao foram encontradas outras diferencas entre os medicamentos. As
analises de sensibilidade foram realizadas para todas as redes, considerando o
regime do medicamento, o desenho do estudo e a qualidade metodoldgica, mas
nao foram encontradas diferencas adicionais nas analises originais. Todas as
redes foram robustas para os resultados avaliados. Com a analise de
inconsisténcia e a técnica de nodesplit nao foram identificadas diferencgas
significativas (p>0,05) em magnitude ou direc&o entre os resultados dos efeitos
diretos e indiretos. As classificagcdes de probabilidade para os cinco desfechos
avaliados foram realizadas pela analise do SUCRA, conforme demonstrado na
TABELA 14.

TABELA 14. RESULTADO DA ANALISE DE SUCRA PARA EFICACIA

Farmaco CCyR CHR CMR MCyR MMR
Bosutinibe 400 mg 68,10% - 63,50% - 42,10%
Bosutinibe 500 mg 51,50% | 7,60% - 22,00% | 57,80%
Dasatinibe 100 mg 80,40% | 37,60% | 48,50% - 60,40%

Imatinibe 400 mg 30,50% | 39,80% | 32,30% | 47,80% | 21,10%
Imatinibe 800 mg 65,60% | 53,00% | 60,20% | 24,30% | 49,40%
Nilotinibe 600 mg 61,10% | 86,00% - 90,00% | 81,00%
Nilotinibe 800 mg - 75,60% - 74,20% | 79,20%
Ponatinibe 45 mg - - 90,00% - 91,40%
Radotinibe 600 mg 15,00% - 32,70% - 15,60%
Radotinibe 800 mg 12,80% - 17,50% - 0,80%

Nota: SUCRA: surface under the cumulative ranking curve. Os valores SUCRA podem variar de
0% (ou seja, o tratamento sempre ocupa a ultima posigéo) a 100% (ou seja, o tratamento sempre
ocupa a primeira posigado). CCyR, resposta citogenética completa; CHR, resposta hematologica
completa; CMR, resposta molecular completa; MCrR, resposta citogenética maior; MMR

resposta molecular maior; FONTE: O autor (2020)
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11.3.2. Meta-analises de seguranca

Os eventos adversos sérios (EAS) relatados nos ensaios clinicos eram
principalmente desfechos hematologicos de grau 3-4: anemia (n = 16 estudos),
leucopenia (n = 11), neutropenia (n = 14) e trombocitopenia (n = 17). Para cada
um desses eventos adversos, uma meta-analise em rede foi realizada
considerando todos os pacientes. Os graficos de rede estao representados na
FIGURA 12.

Eventos adversos sérios
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Neutropenia (grau 3-4) Trombocitopenia (grau 3-4)
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| RADOTINIBE 600 MG | RADOTINIBE 600 MG
NILOTINIBE 600 MG NILOTINIBE 600 MG
NILOTINIBE 800 MG NILOTINIBE 800 MG

FIGURA 12. DIAGRAMA DE REDE OBTIDA PARA OS DESFECHOS DE
SEGURANCA
Nota: Laranja refere-se a bosutinibe; rosa a dasatinibe; azul a imatinibe; verde a
nilotinibe; amarelo a ponatinibe; vermelho a radonitibe
FONTE: O autor (2020)

Os resultados do SUCRA para as analises dos desfechos de seguranca

de cada medicamento sdo demonstrados na TABELA 15.
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TABELA 15. RESULTADO DA ANALISE DE SUCRA PARA CADA FARMACO
CONSIDERANDO OS DESFECHOS DE SEGURANCA

) Desfechos
Farmacos

Anemia |Leucopenia|Neutropenia| Trombocitopenia| EAS
Bosu 400 mg 52% 47% 22% 71% 44%
Bosu 500 mg 60% 27% 21% 34% 52%
Dasa 100 mg 74% 84% 74% 79% 67%
Dasa 140 mg 90% 87% 91% 97% -
Ima 400 mg 39% 59% 56% 34% 10%
Ima 600 mg 5% 24% - 20% -
Ima 800 mg 74% 79% 70% 63% 77%
Nilo 600 mg 22% 24% 33% 29% -
Nilo 800 mg 36% 15% 18% 33% -
Pona 45 mg - - 21% 65% -
Rado 600 mg 63% - 65% 28% -
Rado 800 mg 35% - 80% 47% -

Nota: SUCRA, Surface under the cumulative ranking curve values; EAS, eventos
adversos seérios. O valor de SUCRA pode variar de 0 a 100%. Taxas mais altas
representam uma opgado menos segura (resultado negativo); FONTE: O autor
(2020)

A analise revelou que dasatinibe 140 mg causa significativamente mais
anemia do que imatinibe 400 mg (OR 0,30 [ICr95% 0,07-0,86]), imatinibe 600 mg
(OR 0,04 [ICr95% 0,00-0,61]) ou nilotinibe 600 mg (OR 0,18 [ICr95% 0,03-0,81]),
sendo considerada a alternativa terapéutica menos segura para esse resultado
(90% de probabilidade de ser a menos segura, conforme demonstrado na
TABELA 15). Em uma dose mais baixa, dasatinibe 100 mg também resultou em
mais casos de anemia do que imatinibe 600 mg (OR 0,05 [ICr95% 0,00-0,87]).
O imatinibe 600 mg foi considerado a opgcdo mais segura para esse desfecho
(SUCRA: 5%).

Para o resultado da leucopenia, ambas as doses de dasatinibe (100 e 140
mg) e imatinibe (400 e 800 mg) foram consideradas opgdes menos seguras
(SUCRA entre 84 a 87%), enquanto nilotinibe nas doses de 600 ou 800 mg foram

as alternativas superiores (valores de SUCRA de 15 a 24%).

Ao considerar o desfecho da neutropenia, dasatinibe 140 mg foi
classificado em ultimo (SUCRA: 91%), sendo estatisticamente diferente do
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nilotinibe (600 e 800 mg), ponatinibe (45 mg) e bosutinibe (400 e 500 mg). O
ponatinibe (45 mg) e o bosutinibe (400 e 500 mg) apresentaram as menores

probabilidades de causar neutropenia (<22%).

Para o desfecho de trombocitopenia, semelhante aos outros eventos
adversos hematoldgicos, dasatinibe 140 mg foi a opgédo menos segura (SUCRA:
97%). Doses mais baixas de imatinibe (400 a 600 mg) e radotinibe 600 mg
apresentaram as menores probabilidades de causar esse evento (SUCRA: 20-
27%).

A anadlise de sensibilidade também foi realizada em todas as redes de
segurancga, considerando regime de drogas, desenho do estudo e qualidade
metodoldgica; no entanto, nenhuma diferenga adicional foi encontrada na analise
original. Todas as redes foram consideradas robustas para os resultados
avaliados. Com relagdo a analise de inconsisténcia, ndo foram identificadas
diferencas substanciais (p<0,05) em magnitude ou direcdo entre os resultados

dos efeitos diretos e indiretos.

11.4. Correlagao dos desfechos de eficacia e seguranca

A correlagao entre o desfecho de eficacia (MMR) e seguranca (EAS) é
apresentado na FIGURA 13.

No geral, o nilotinibe 600 mg mostrou as maiores probabilidades de ser a
melhor opgao de tratamento, porque ele permaneceu em primeiro lugar (86,0%
para o CHR e 90,0% para o MCyR) ou em segundo lugar (81,0% para o MMR).
O imatinibe 400 mg apresentou taxas mais baixas de eventos adversos sérios
entre todas as opgdes, mas sua probabilidade em termos de eficacia é de apenas
cerca de 25%. Dasatinibe 100 mg e nilotinibe 800 mg foram considerados op¢des
menos seguras, apesar das taxas de probabilidade de eficacia superiores a 60%.
O ponatinibe 45 mg apresentou altos valores de SUCRA para CMR (90,0%) e
MMR (91,4%), mas apenas um estudo avaliando esse medicamento foi incluido
nas analises e nenhum dado sobre eventos adversos foi relatado. No geral,
todas as doses de imatinibe e radotinibe apresentaram piores resultados para os
desfechos de eficacia em 12 meses. Para MMR, o radotinibe em ambas as doses

(600 mg e 800 mg) ficou em ultimo lugar.
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FIGURA 13. SUCRA FINAL CONSIDERANDO DESFECHO DE EFICACIA
(MMR) E SEGURANCA (EVENTOS ADVERSOS SERIOS)

Nota: Em preto sdo as intervengdes que apresentam resultados tanto para
eficacia quanto para seguranga; em vermelho sdo as intervengdes que so
apresentam resultados para eficacia
FONTE: O autor (2020)

12. DISCUSSAO

O sucesso terapéutico dos ITK deve ser avaliado através do
monitoramento das respostas hematoldgicas, citogenéticas e moleculares em
tempos especificos [3, 5, 86]. As respostas hematoldgicas e citogenéticas
fornecem informacgdes limitadas sobre a cinética da doenca residual [334, 335].
Portanto, muitos pacientes que atingem CHR e CCyR podem apresentar
recidivas [334, 336].

O monitoramento molecular do BCR-ABL oferece maior sensibilidade,
sendo critico para detectar doengas residuais minimas (células BCR-ABL
residuais Ph+) e fornecendo sinais de alerta de resposta abaixo do ideal [86,
335, 337]. Além disso, o sangue periférico pode ser usado sem a necessidade
de puncao da medula 6ssea [3, 338]. O MMR corresponde a uma redugéao de 3
log do nivel BCR-ABL, aproximadamente 1 log abaixo do nivel em que o CCyR
€ detectado [334, 336]. Atingir a MMR em 12 meses € o objetivo do tratamento,

pois estd associado a uma redugcédo na progressao para a fase avangada e é
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considerado um marcador de sobrevida livre de progressao (SLP) [79, 103, 339,
340]. Mais recentemente, surgiu o interesse em alcangar o MR4,5. Varios
estudos relataram altas taxas de resposta molecular profunda com pacientes
mantendo com sucesso a remissao sem tratamento, embora a recomendagao
dos protocolos de tratamento atuais seja permanecer com o tratamento
indefinidamente [103, 339-342].

Nas analises de comparagao multipla da NMA notam-se taxas superiores
de MR4,5 e MMR para ponatinibe 45 mg em comparagao aos outros ITK. Esse
farmaco provavelmente se destaca por sua caracteristica estrutural, permitindo
a interagao farmaco-receptor sem impedimento estérico volumoso devido a
mutacao [139, 343, 344]. Devido a esse aspecto, o ponatinibe é especificamente
recomendado para pacientes com mutag¢des conhecidas por conferir resisténcia
ao tratamento, incluindo a mutagao T315l1 mais comum, que confere resisténcia
a todos os outros ITK [139, 343-348]. De fato, aproximadamente 25% dos
pacientes adquirem resisténcia aos outros ITK e ndo apresentam respostas
satisfatorias, o que pode justificar a superioridade do ponatinibe [79, 139, 343,
345]. Porém, apenas um estudo randomizado de fase lll foi incluido para o
ponatinibe, e nenhum dado sobre EAS foi relatado. Portanto, sdo necessarias
pesquisas adicionais para confirmar esses resultados iniciais. O cuidado durante
a prescricao também é recomendado pela FDA, pois estudos anteriores foram
interrompidos devido ao aparecimento de eventos vasculares precoces em

pacientes tratados com ponatinibe [138, 349-351].

Em geral, a analise do monitoramento terapéutico mostrou que os
pacientes tratados com nilotinibe atingiram as maiores taxas de resultados de
eficacia quando comparados aos outros representantes dessa classe
farmacoldgica. Esses achados estdo de acordo com estudos publicados
anteriores [106, 107, 131-135, 352-356] e com as recomendacgoes recentes das
diretrizes atuais da NCCN e ELN, que consideram o nilotinibe como uma opcéao
para o tratamento de primeira linha de LMC [103, 339]. Além disso, ao comparar
o nilotinibe com as outras opg¢des de tratamento de primeira linha, o nilotinibe
600 mg tem 81,0% de chance de atingira MMR em comparagé&o com o imatinibe
400 mg (24,4%), o imatinibe 600 mg (24,7%) e o dasatinibe 100 mg (61,9%).
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O imatinibe e o radotinibe apresentaram as menores taxas de eficacia
entre todos os parametros utilizados para o monitoramento terapéutico. Apesar
do imatinibe ser considerado um tratamento de primeira linha [103, 339, 340,
357] e apresentar um bom perfil de seguranga (400 mg) em comparagao com
outras opgdes (SUCRA EAS: 10%), estudos anteriores relataram que muitos
pacientes apresentam recidiva dentro de um ano de tratamento devido ao
desenvolvimento de intolerancia, levando a descontinuagcdo do tratamento. A
ocorréncia de eventos adversos pode causar menor adesdo a terapia,
comprometendo a eficacia clinica do tratamento e resultando em progresséo e
resisténcia da doencga [112, 114, 358-360]. Esse contexto destaca a importancia
de monitorar a adesao terapéutica, a fim de alcancar resultados clinicos
desejaveis [361, 362].

Além disso, a escolha do tratamento ndo deve basear-se apenas na
eficacia do tratamento, mas também no manejo dos EAS e na tolerabilidade a
longo prazo [363, 364]. As toxicidades hematoldgicas sdo clinicamente
significativas e requerem a interrupgéo temporaria ou definitiva do tratamento ou
ajustes de dose. Sabe-se que os ITK ao impedirem a proliferagao celular em
pacientes oncoldgicos, desencadeiam um processo de mielossupressao, que se
manifesta em pacientes como anemia, leucopenia, neutropenia e
trombocitopenia [365]. Essas complicagdes hematologicas podem levar a outros
eventos adversos, como fadiga em pacientes com anemia, infecgdes
oportunistas em pacientes com leucopenia ou neutropenia e risco de
sangramento associado a trombocitopenia [363]. Comumente, a
mielossupressao ocorre durante o inicio do tratamento, contudo, esse fenbmeno
€ rapidamente revertido [364, 366]. Durante o tratamento a longo prazo, os EAS
hematoldgicos sao relatados principalmente em estagios avancados. A citopenia
€ uma manifestacdo da reducao da reserva residual da medula 6ssea. Com o
sucesso do tratamento com LMC, a medula 6ssea saudavel (negativa para
cromossomos Ph) é incapaz de normalizar a contagem sanguinea periférica
apods a supressao do clone anormal [363, 367-369].

Além da via c-ABL, outras vias que desempenham um papel fundamental
na hematopoiese sao inibidas pelos ITK, como Src, KIT e vias de receptor de
fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGFR), que contribuem ainda
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mais para a mielossupressao [365, 366, 370, 371]. Os resultados obtidos na
meta-analise demonstraram que as citopenias foram tipicamente mais
frequentes com o uso de dasatinibe em ambas as doses (100 e 140 mg), apesar
de 140 mg n&o ser uma dose usual na pratica clinica. Justificavel por este
farmaco possuir um amplo espectro de inibigdo de tirosina quinases (baixa
especificidade), incluindo Bcr-Abl, c-KIT, receptor de efrina (EphA2), quinases
da familia Src (como Fyn, Yes, Src e Lyn) e PDGFR quinases, que estédo
associadas ao desenvolvimento de toxicidades hematologicas [363, 372-376].
Por outro lado, o nilotinibe (ambas as doses) foi menos frequentemente
associado a EAS hematoldgicos, justificados por sua especificidade

relativamente alta [373].

Reconhecemos certas limitagdes em nossas analises. Em primeiro lugar,
o numero limitado de estudos para alguns medicamentos, incluindo ponatinibe e
radotinibe. Em segundo lugar, todos os estudos incluidos foram projetados como
abertos devido a gravidade da doenga; entretanto como os resultados medidos
foram objetivos, nenhum viés adicional foi associado aos resultados do estudo.
Nao foi possivel realizar a analise de subgrupos para os ITK de segunda e
terceira linha, apesar das evidéncias relatando que a toxicidade hematoldgica
ocorre em uma propor¢cado maior de pacientes que utilizam ITK de segunda e
terceira linha devido a intolerancia ou resisténcia a ITKs anteriores [364, 368,
377]. Além disso, nao foram encontrados estudos que incluiram pacientes nas
fases acelerada e blastica da LMC, que sao fases relacionadas a resisténcia ao

tratamento - considerado fator decisivo na selegao terapéutica.

13. CONCLUSAO

No geral, o nilotinibe parece ser uma alternativa promissora para a terapia
de primeira linha em pacientes com LMC, em comparagdo com os ITKs
atualmente disponiveis no mercado internacional, tanto para os desfechos de
eficacia (resposta hematolégica, citogenética e molecular) quanta para os
desfechos de seguranga (EAS gerais e hematoldgicos). Além disso,
considerando os desfechos de seguranga, as evidéncias indicam que o
dasatinibe é o ITK menos seguro, principalmente por causa de EAS
hematoldgicos.
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14. INTRODUGAO

Um dos desafios do uso dos ITK que sao a terapia base para LMC é obter
a maxima eficacia clinica com respostas mais rapidas e eventos adversos
minimos para o paciente. Sabe-se que o0s pacientes apresentam grandes
variagdes nas concentragcdes plasmaticas de farmacos da classe ITK em
resposta a doses padrao [378]. Assim, € possivel que alguns pacientes recebam
doses subterapéuticas ou supraterapéuticas, o que pode comprometer a a
eficacia e a seguranga do tratamento. Uma estratégia que pode contribuir para
alcangar esse equilibrio € o monitoramento terapéutico de medicamentos (TDM,
do inglés, Therapeutic Drug Monitoring) e a intervengdo na concentragéo alvo
desses medicamentos, visando ajustar a dose de acordo com as necessidades

de cada paciente individual [8-10].

Nesse cenario, a anadlise e o entendimento das propriedades
farmacocinéticas dos ITK podem contribuir para a interpretacdo dos dados de
TDM, personalizagéo da terapia medicamentosa, bem como novas propostas de
regime de dosagem. O objetivo do presente estudo foi revisar sistematicamente
estudos na literatura para abordar os parametros farmacocinéticos do bosutinibe,
dasatinibe, imatinibe, nilotinibe, ponatinibe e radotinibe em pacientes saudaveis
e com LMC.
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15. OBJETIVO

15.1. Objetivo geral

Reunir  sistematicamente  evidéncias sobre o0os  parametros

farmacocinéticos dos inibidores de tirosina quinase

15.2. Objetivo especifico

¢ Reunir dados dos parametros farmacocinéticos dos inibidores de tirosina
quinase bosutinibe, dasatinibe, imatinibe, nilotinibe, ponatinibe e
radotinibe;

e Comparar estatisticamente os parametros farmacocinéticos AUCot e

AUCo-«;

e Simular a farmacocinética de cada farmaco por meio do modelo de Monte-
Carlo.
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16. MATERIAL E METODOS

A revisao sistematica foi realizada de acordo com as recomendacdes do
Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA)
[304] e recomendagbes da Cochrane Collaboration Cochrane Handbook for
Systematic Reviews of Interventions, The Cochrane Collaboration [303]. Foi
estruturada a pergunta da pesquisa utilizando o acrénimo PICO, para a

identificacao dos estudos.

e P (populacéo): pacientes diagnosticados com LMC ou saudaveis;

e | (intervencéo terapéutica): ITK usado no tratamento da LMC (bosutinibe,

dasatinibe, imatinibe, nilotinibe, ponatinibe e radotinibe);

e C (comparador / controle): ndo se aplica;

e O (outcome | desfechos): parametros farmacocinéticos;

e S (desenho do estudo): estudos farmacocinéticos.

Apos a definigdo da pergunta, os critérios de inclusdo e exclusdo de
artigos puderam ser definidos. Foram incluidos estudos que atendiam os critérios
estabelecidos pelo acrénimo PICO. Estudos em caracteres ndo romanos foram
excluidos. Foi conduzida uma busca sistematica (em fevereiro de 2020) nas
bases de dados PubMed, Scopus e Web of Science. Foram usados na busca os
seguintes termos e sinbnimos: farmacocinética, bosutinibe, dasatinibe, imatinibe,
nilotinibe, ponatinibe, radotinibe e inibidor de tirosina quinase A estratégia de

busca para cada base de dados € apresentada na TABELA 16.
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TABELA 16. ESTRATEGIA DE BUSCA UTILIZADA NAS BASES DE DADOS

Base de

dados Estratégia de busca

((((pharmacokineticsiMeSH Terms]) OR pharmacokinetic*[Title/Abstract])
OR bioavailability[Title/Abstract])) AND ((((((((((((((imatinib[Title/Abstract])
OR (glivec[Title/Abstract]) OR gleevec[Title/Abstract]) OR dasatinibe
[Title/Abstract]) OR sprycel[Title/Abstract]) OR nilotinib[Title/Abstract]) OR
tasigna [Title/Abstract]) OR ponatinib[Title/Abstract]) OR iclusig
[Title/Abstract]) OR radotinib [Title/Abstract]) OR supect[Title/Abstract])
OR "tyrosine kinase inhibitor" [Title/Abstract]) OR bosutinib[Title/Abstract])
OR bosulif [Title/Abstract])

( TITLE-ABS-KEY ( imatinib OR glivec OR gleevec OR dasatinib OR
sprycel OR nilotinib OR tasigan OR bosutinib OR bosulif OR ponatinib
OR iclusig OR radotinib OR supect OR "tyrosine kinase inhibitor" )
AND TITLE-ABS-KEY ( pharmacokinetic* OR bioavailability ) )
TOPICOS (imatinib OR glivec OR gleevec OR dasatinib OR sprycel OR
Web of nilotinib OR tasigna OR bosutinib OR bosulif OR ponatinib OR iclusig OR
Science radotinib OR supect OR "tyrosine kinase inhibitor") AND (pharmacokinetic*

OR bioavailability))

FONTE: O autor (2020)

PubMed

Scopus

16.1. Triagem, elegibilidade e extragao

Todas as etapas da revisdo sistematica foram conduzidas por dois
revisores. Inicialmente foi feita a etapa de triagem (leitura de titulo e resumo) e

em seguida a etapa de elegibilidade (leitura na integra).

ApoOs a fase de elegibilidade, foram extraidas dos artigos que atenderam
os critérios de inclusdo, as seguintes informagdes no Excel®: caracteristicas do
estudo (nome dos autores, ano de publicagao, pais), dados basais do paciente
(tamanho da amostra, sexo, peso, raca, faixa etaria, se era paciente saudavel ou
com LMC, e se o paciente estava em jejum ou alimentado durante a
administracdo), dados da medicacdo (nome do medicamento, regime
posologico, se havia combinagcdo com outro medicamento) e parametros
farmacocinéticos (t12, AUCo+t, AUCo-», Cmax, Tmax, Kel, CI/F e Vd/F).

A definicdo de cada parametro farmacocinético € descrita a seguir:

e t12: Tempo necessario para que a concentragao plasmatica seja reduzida

pela metade;
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e AUCo: Area sob o gréafico das concentragbes do medicamento versus
curva do tempo, do momento da administracdo do medicamento (tempo
“0”) ao tempo “t”;

e AUCo.-: Area sob a concentragdo plasmatica versus a curva de tempo de
zero a t calculado como AUCo+t mais a quantidade extrapolada do tempo
t até o infinito;

¢ Cmax: Concentragao plasmatica maxima registrada;

e Tmax: Tempo de concentracdo maxima observada;

¢ Kei: Constante de taxa de eliminacéo;

e CI/F: Clearance oral;

e Vd/F: Volume oral de distribuigao.

16.2. Analises estatisticas

16.2.1. Meta-analise

Para cada medicamento foram conduzidas meta-analises de brago unico
para os parametros farmacocinéticos AUCot e AUCo-. Os valores dos
parametros foram agrupados por similaridade das caracteristicas dos pacientes.
O grupo de referéncia na meta-analise foram pacientes saudaveis sem interacéao
medicamentosa.

Para obter tamanhos de efeito combinados, um modelo de efeitos
aleatérios foi usado, e os resultados sdo apresentados como taxas de eventos
(média e erro padrao) com intervalo de confianga de 95%.

A heterogeneidade foi avaliada pelos testes estatisticos qui-quadrado e |2
e foi considerada significativa quando p <0,05 e alta quando 12> 75%,
respectivamente.

As analises de subgrupos foram feitas para identificar diferengas entre os
grupos de variaveis com os diferentes parametros usando o teste nulo (bicaudal)
e uma analise de modelo de efeito misto. As diferengcas foram consideradas
significativas quando o valor de p <0,05.

Para avaliar o impacto de qualquer estudo individual na heterogeneidade

dos dados, foram realizadas analises de sensibilidade com base na remocao
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sequencial dos estudos. Todas as analises foram conduzidas usando o software

Comprehensive Meta Analysis v.2.

16.2.2. Simulacio de Monte Carlo

Simulagdes foram realizadas para 5.000 estudos usando ModelRisk vs
6.1.5 com os seguintes parédmetros farmacocinéticos obtidos na revisdo
sistematica: t12, Cl/F, Vd/F. Estes parametros foram ponderados de acordo com
o n amostral de cada estudo. Os valores dos parametros foram agrupados por

similaridade das caracteristicas dos pacientes.

Simulagdes de Monte Carlo foram realizadas para cada condi¢gdo. Os
parametros farmacocinéticos foram assumidos para seguir uma distribui¢ao log-
normal. A probabilidade de alcance do alvo (PTA, do inglés, probability of target
attainment) foi definida como a probabilidade de que a concentragdo alvo de ITK
fosse alcangada. As concentragdes alvo foram estabelecidas de acordo com
infformacgdes da literatura. O Cmin para bosutinibe é 63 ng.mL"' [379], para
ponatinibe é 23 ng.mL"" [380], para nilotinibe é 800 ng.mL"!, e para imatinibe o

Cmin € 1000 ng.mL-" [8]. Cmin foi calculada pela seguinte equagao:

Dose
CL
_ Vd -
Cin = —— e vd
1—eva"

onde Cl e Vd sao CL/F e Vd/F, respectivamente, Cmin € 0 nivel minimo e 1 € o

intervalo entre as doses.

17.RESULTADOS

17.1. Estudos incluidos

Por meio das buscas em bancos de dados eletrénicos, 2.968 estudos
foram incluidos na triagem apds a remogao das duplicatas. Apds a leitura dos

titulos e resumos, 147 estudos foram elegiveis para avaliagao, e apos a leitura
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na integra, 49 estudos foram incluidos para extracdo de dados [381-429]. O

numero de estudos incluidos em cada etapa é apresentado na FIGURA 14.

2 Registros identificados nas bases de dados
g (n=5.102)
b=
_u:a' N Duplicatas removidas
= g (n=2.134)

4

Registro apos remogao de duplicatas
g (n=2.968)
&
2
= R Registros excluidos na triagem
d (n=2.821)

h 4
2 Registros lidos na integra
= (n=147)
£
27 Registros excluidos (n=98):
= - Tipo de estudo (91)

P| - Populagio (5)
- Desfecho (2)

< - Caracteres nao romanos (1)
=]
?E Estudos incluidos na revisdo sistematica
E (n=49)

FIGURA 14. FLUXOGRAMA DA REVISAO SISTEMATICA
FONTE: O autor (2020)

Oito estudos foram incluidos para o bosutinibe [422-429] (TABELA 17),
25 para o imatinibe [381-405] (TABELA 18), 11 para o nilotinibe [406-416]
(TABELA 19), e cinco para o ponatinibe [417-421] (TABELA 20). N&o foram
encontrados estudos para dasatinibe e radotinibe.

A maioria dos estudos (n=23) foi realizada nos EUA [385, 387, 388, 400,
403, 406, 408-411, 413, 414, 416, 418-420, 422-425, 427, 428]. Cinco ensaios
foram realizados na Coreia [391, 392, 394, 405, 430], quatro na Suica [384, 386,
396, 399], trés no Japao [407, 421, 429] e na Alemanha [393, 401, 412] e dois
na China [404, 415].
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A maioria dos estudos foram abertos (n=37) [382, 385-388, 391, 392, 394-
399, 402-404, 406-422, 427, 429, 430] e do tipo cruzado (cross-over) (n=28)
[382, 384-388, 390-392, 394, 397-399, 402, 403, 406, 408, 409, 411, 413, 414,
416, 418, 420, 423, 424, 427-429]. A combinagao mais comum com um dos ITK
foi o cetoconazol [386, 406, 418, 423, 424, 426].
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TABELA 17. CARACTERISTICA DOS ESTUDOS INCLUIDOS PARA BOSUTINIBE

Idade -Anos
R A . . . Média £+ DP; Homens Peso Alimentado Desenho do
eferéncia Pais Medicamento Paciente N Medi o L
ediana n (%) kg ou jejum estudo
(IQR)
Saudavel 12 (9) 52+6 6 (50) Alimentado
Abbas, 2013 (a) EUA BOS 200 mg Child-Pugh A 5317 4 (67) NR Alimentado Estudo aberto, dose
[422] Child-Pugh B 56+9 5(83) Alimentado Unica, grupo paralelo
Child-Pugh C 51+8 3 (50) Alimentado
Abbas, 2013 (b BOS 400 mg . . Estudo de fase |,
[427] ® EUA BOS 400 mg + Lanzoprazol 60 mg Saudavel 24 (23) 46 (18-49) 24 (100) 78,5 Jejum aberto

BOS 100 mg + Cetoconazol 400 mg
BOS 200 mg + Cetoconazol 400 mg
BOS 300 mg + Cetoconazol 400 mg
Holanda BOS 500 mg + Cetoconazol 400 mg Saudavel
BOS 500 mg + Cetoconazol 400 mg
BOS 600 mg + Cetoconazol 400 mg
Cetoconazol 400 mg

Estudo duplo-cego,
32,0+ 10,7 48 (100) 79,5+9,7 Alimentado fase |, randomizado,
grupo-sequencial

Abbas, 2012 (a)
[426]

N = - - N
R pooogoogooooooaigRlooo

BOS 200 mg 33,7£10,9 5(83) 79,1+£3,7 Jejum
BOS 200 mg 350+11,4 5(83) 76+5,5 Alimentado
Abbas, 2012 (b) BOS 400 mg NR 5(42) 78,5+55 Jejum Estudo duplo-cego,
[4’125] EUA BOS 400 mg Saudavel 25,8 +11,2 6 (100) 80,1+ 8,1 Alimentado fase |, randomizado,
BOS 600 mg 28,5+9,4 5(83) 76,1+4,8 Jejum grupo-sequencial
BOS 600 mg 29,6 + 13,5 4 (80) 73,7+ 13,7 Jejum
Placebo 31,7+94 11(78) 78,6+ 15,6 NR
Abbas, 2011 (a) BOS 100 mg . 78,9+ . Estudo crossover,
[424] EUA BOS + Cetoconazol 400 mg Saudavel 358 24 (100) 10,6 Jejum randomizado e aberto
Abbas, 2011 (b) BOS 500 mg + placebo 60 (56) Estudo crossover,
[423] EUA BOS 100 mg + Cetoconazol 400 mg Saudavel 60 (54) 28,5 (18-50) 60 (100) 82,9 NR randomizcé%e duplo-
BOS 400 mg Estudo crossover,
Hsyu, 2016 . 76,5+ . . !
[428] EUA BOS 400 mg + Aprepitanto 125 mg Saudavel 20 35,4 (19-55) 12 (60) 10,8 Alimentado randomizcé%e duplo-
Nakaseko. 2015 BOS 400 mg LMC — F 7 41 (31-59) 4 (57) Estud
akaseko, = — Fase studo crossover,
[429] Japdo BOS 500 mg cronica/ acelarada 7 62 (20-73) 5(71) NR NR aberto, fase I/l
BOS 600 mg 3 60 (24-69) 1(33)

Nota: EUA, Estados Unidos da América; BOS, bosutinibe; IQR, intervalo interquartil; DP, desvio padrao; NR, néo reportado; FONTE: O autor (2020)
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TABELA 18. CARACTERISTICA DOS ESTUDOS INCLUIDOS PARA IMATINIBE

Idade -Anos Homens Peso Alimentado
Referéncia Pais Medicamento Paciente N Média = DP; n (%) K ou ieium Desenho do estudo
Mediana (IQR) ° 9 Jel
Adeagbo,2015 [381] Nigéria IMA 400 mg Saudavel 3 NR NR NR NR Método bioanalitico
- IMA 400 mg (formulagao teste) . . Estudo crossover,
Arora, 2015 [382] India IMA 400 mg (referancia) LMC 42 (40) 41,3 (20-67) 34 (81) 58,2+8,5 Alimentado randomizado e aberto
Boddy, 2007 [383] 5‘::38 IMA 400 mg LMC 6 (5) 35-54 3 (50) NR NR Método bioanalitico
Bolton, 2004 [384] Suica IMA 400 mg Saudavel 14 49,8 +8,2 13 (93) 74,4 + 81 Alimentado Estudo crossover
’ ¢ IMA 400 mg + rifampicina 600 mg T s
. IMA 400 mg . Homem: 4416 . Estudo crossover e
Smith, 2004 [385] EUA IMA 400 mg + Erva Sio Jodo 300mg Saudavel 10 Mulher: 33 + 6 7 (70) 80,5+6 Alimentado aberto
Dutreix, 2004 . IMA 200 mg . . Estudo crossover,
[386] Suiga IMA 200 mg + Cetoconazol 400 mg Saudavel 14 35-59 13(93) NR Alimentado randomizado e aberto
. IMA 400 mg . Estudo crossover,
Egorin, 2009 [387] EUA IMA 400 mg + omeprazol 50 mg Saudavel 12 NR 6 (50) NR NR randomizado e aberto
IMA 400 mg . Estudo crossover e
Fyre, 2004 [388] EUA IMA 400 mg + Erva Sio Jodo 300mg Saudavel 12 28,3+ 11,9 6 (50) NR NR aberto
- IMA 400 mg 8
Passglgg]ZOOB Italia IMA 600 mg LMC 5 NR NR NR Alimentado NR
IMA 400 mg + clindamicina 2,7 g 5
Jawhari, 2011 . IMA 400 mg (formulagao teste) . . Estudo crossover,
[390] Canada IMA 400 mg (referéncia) Saudavel 22 (21) 39+ 11 22 (100) 78,7+9,4 Alimentado randomizado e cego
. IMA 200 mg (formulagéo teste) . . Estudo crossover,
Jung, 2014 [391] Coreia IMA 200 mg (referéncia) Saudavel 28 (23) 29+7 28 (100) 69,5+ 8,1 Jejum randomizado e aberto
) . IMA 400 mg (formulagéo teste) . . Estudo crossover,
Kim, 2013 [392] Coreia IMA 400 mg (referéncia) Saudavel 30 (28) 249+2 30 (100) 69,9 £2 Jejum randomizado e aberto
IMA 400 mg LMccr;c‘);iE:se 32 (6)
Coutre, 2004 [393]  Alemanha 249+2 NR NR NR NR
IMA 600 mg LMC - fase 32 (6)
acelerada e blastica
Lee, 2015[394]  Coreia IMA 400 mg (formulagéo teste) Saudavel 36 (35  245+17  36(100) 72385 Jejum Estudo crossover,

IMA 400 mg (referéncia)

randomizado e aberto

Nota: EUA, Estados Unidos da América; IMA, imatinibe; IQR, intervalo interquartil; DP, desvio padrdo; NR, ndo reportado; FONTE: O autor (2020)
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Conclusio: TABELA 18. CARACTERISTICA DOS ESTUDOS INCLUIDOS PARA IMATINIBE

Idade -Anos |, ons  Peso Alimentad
Referéncia Pais Medicamento Paciente N Média + DP; n (% K feium Desenho do estudo
Mediana (IQR) " (%) g  ooujeju
. IMA 4 x 100 mg capsula 12
Mohajerl, 2015 Ira IMA 4 x 100 mg comprimido LMC 12 4310 19(53) 69,282 Jejum Estudo crossover e
[399] IMA 400 mg comprimido 12 andomiz
. IMA 4 x 100 mg capsula
N'ko'%"g‘é]zood' Suica IMA 4 x 100 mg comprimido Saudével 33 383+118  27(82) 757+10,7  Jejum EStfadn%g’nff;"d‘f’ e
IMA 400 mg comprimido
IMA 100 mg comprimido revestido 43 (37) 32,1+9,9 39 (91) 742 +81
Ostrowicz, 2014 Polbnia IMA 100 mg (referéncia) Saudavel 43 (37) 32,4+9,8 39 (91) e Alimentado Estudo crossover,
[397] IMA 400 mg comprimido revestido 42 (37) 33,9+11,8 38 (90) 756+ 73 randomizado e aberto
IMA 400 mg (referéncia) 42 (37) 34,1+11,6 38 (90) T
Camp['gggj 2009 yruguai 'MAH\;'KOAE(? rggr(rp:f':fean"cfae)ste) Saudavel 31(30) 27,8465  30(97) 712+9.8 Jejum raﬁjf)“rgi‘; Srossover,
IMA 400 mg (capsula)
Peng, 2004 (a) Suica IMA 400 mg (solugao oral) Saudavel 17 (12) 40-58 14(82)  733+7  Alimentado Estudo crossover,
[399] ; = randomizado e aberto
IMA 400 mg (I.V. infusdo)
IMA 25 mg
IMA 50 mg
IMA 85 mg
IMA 140 mg
IMA 200 mg
IMA 250 mg
Peng, 2004 (b) IMA 300 mg LMC- fase crbnica Crénica:54 + 13
[400] EUA IMA 350 mg e acelerada 64(61)  “agudasizis  42(66) NR NR Fase 1
IMA 400 mg
IMA 500 mg
IMA 600 mg
IMA 750 mg
IMA 800 mg (2x 400 mg)
IMA 1000 mg (2x 500 mg)
SCh'e[igr{]zoo“ Alemanha VA ‘égg 23 LMC 6 NR NR NR NR NR
Smirnov, 2013 . IMA 400 mg (Genfatinib®) i Estudo crossover,
[402] Russia IMA 400 mg (Gleevec®) Saudavel 24 29,5 (18-55) 24 (100) NR NR randomizado e aberto
Tawbi, 2014 [403] EUA MA 400 m;“"ﬁgggrrggn_ do cAlio Saudavel 12 (11) >18 6 (50) NR Jejum _studo crossover, |
Wang, 2008 [404] China IMA 400 mg + metroprolol 100 mg LMC 20 40,5 + 11 16 (80) 72,1 +12,1 Jejum Estudo aberto
Yang, 2013 [405] Coreia IMA 200 mg Saudavel 27 NR NR NR Jejum Método bioanalitico

Nota: EUA, Estados Unidos da América; IMA, imatinibe; IQR, intervalo interquartil; DP, desvio padrdo; NR, ndo reportado; FONTE: O autor (2020)
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TABELA 19. CARACTERISTICA DOS ESTUDOS INCLUIDOS PARA NILOTINIBE

Idade -Anos
“din + DB .
Referéncia Pais Medicamento Paciente N Medla__ DP; Homoens Peso Allmgr!tado Desenho do estudo
Mediana n (%) kg ou jejum
(IQR)
NILO 200 mg .
Tanaka, 2011 NILO 200 mg + Cetoconazol 400 mg . 26 (25) 39,111 22 (85) 76,8 £11.7 Jejum Estudo crossover e
[406] =OA NILO 200 mg Saudavel 15 321+79  12(80)  79,9+3 Jejum aberto
NILO 200 mg + rifampicin 600 mg A EL = E .
Tawbi, 2014 NILO 400 mg . . Estudo crossover,
[416] EUA NILO 400 mg + Carbonato de calcio Saudavel 12(1) NR 6(50) NR Jejum randomizado e aberto
LMC- fase cronica 16 (15) 57 (30-83) 9 (56) 61 Estudo de fase Il
Tojo, 2009 [407] Japao NILO 400 mg LMC fase acelerada 7 61 (30-74) 5(71) 65 Jejum aberto ’
LMC- fase blastica 4 53 (29-70) 2 (50) 63
) NILO 200 mg . 25 . Estudo pré-
Xia, 2012 [408] EUA NILO 400 mg Saudavel 15 NR NR NR Jejum farmacocinético
NILO 400 mg 52 (45)
. NILO 400 mg + Famotadina 20 mg . 52 (46) . Estudo crossover,
Yin, 2013 [409] EUA NILO 400 mg + Suspenséo antiacida Saudavel 52 (43) 40+ 11 45 (87) 80113 Jejum randomizado e aberto
NILO 400 mg + Suspenséo antiacida 52 (44)
NILO 400 mg 48 (46)
NILO 400 mg + colher de cha de 48 (46) Estudo crossover
Yin, 2011 [413] EUA iogurte natural desnatado Saudavel 46 + 11 42 (88) 75,8+ 8 Jejum randomizado e abe;io
NILO 400 mg + colher de cha de
) ~ 48 (47)
puré de maca
Yin, 2010 (a) NILO 400 mg . 22 .
[412] Alemanha NILO 400 mg + esomeprazol 40 mg Saudavel 22 (15) 44,9+ 13,9 16 (73) 73,979 Jejum Estudo aberto
Yin, 2010 (b) NILO 400 mg . . Estudo crossover,
[411] EUA NILO 400 mg + suco de toranja Saudavel 21 3688 21(100) 8282123 Jejum randomizado e aberto
Dano hepatico 6 56+ 7 6(100) 90+93
eve
Dano hepatico
Yin, 2009 [410] EUA NILO 200 mg moderada 6 52332  6(100) 902#125  jn Estudo aberto
Dano hepatico
grave 57,3+2,2 6 (100) 92,5+10,6
Saudavel 53,8 +8,2 9 (100) 88,8 £12,4
Zhang, 2015 NILO 600 mg . . Estudo crossover,
[414] EUA NILO 600 mg + midazolam 4 mg Saudavel 18 39,9 11 15(83) 731+86 Jejum randomizado e aberto
thizagloog China NILO 400 mg LMC 23(21)  40(19-67)  18(78) 683 Jejum Estudo aberto

Nota: EUA, Estados Unidos da América; NILO, nilotinibe; IQR, intervalo interquartil; DP, desvio padrao; NR, nao reportado; FONTE: O autor (2020)
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TABELA 20. CARACTERISTICA DOS ESTUDOS INCLUIDOS PARA PONATINIBE

Idade -Anos
A s . . . 2dia ; i
Referéncia Pais Medicamento Paciente N Med'a. DP; Hon:ens Peso A'"“?'!ta“ Desenho do estudo
Mediana n (%) kg ou jejum
(IQR)
Narasimhan, PON 45 mg . . Estudo crossover e
2015 [420] EUA PON 45 mg + rifampicina 600 mg Saudavel 20(19)  43(24-53)  19(%) NR Jejum aberto
Saudavel 8 54,6 £+ 5,7 6 (75)
Narasimhan, Child-Pugh A 6 53,3+£1,2 4 (67) .
2014 [419] EUA PON 30 mg Child-Pugh B 6 54 4 6,7 5 (83) NR Jejum Estudo aberto
Child-Pugh C 4 53,8+7,8 2 (50)
PON 45 mg 24 (22) Jejum
. PON 45 mg + refeigao rica em .
Narasimhan, EUA gordura Saudavel 24 (22) 413469 23 81+129 Alimentado Estudo crossover,
2013 (a) [417] L (95,8) randomizado e aberto
PON 45mg + refeigdo pobre em 24 (22) Alimentado
gordura
Narasimhan, PON 45 mg . 775+ . Estudo crossover,
2013 (b) [418] EUA PON 45 mg + Cetoconazol 400 mg Saudavel 22 42 (22-53) 22(100) 12,5 Jejum randomizado e aberto
PON 15 mg LMC f. oni 36 Estudo de fase I/l
. = ase cronica studo de fase I/ll,
Tojo, 2017 [421] Japao PON 30 mg e acelerada 35 (6) 62 (30-77) 20 (57) 57 NR aberto
PON 45 mg 35 (6)

Nota: EUA, Estados Unidos da América; PON, ponatinibe; IQR, intervalo interquartil; DP, desvio padrédo; NR, n&o reportado; FONTE: O autor (2020)
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17.2. Bosutinibe

17.2.1. Analise dos pardmetros farmacocinéticos do bosutinibe

Os parametros farmacocinéticos do bosutinibe dos oito estudos incluidos
[422-429] sao apresentados na TABELA 21. Um dos estudos avaliou o uso do
farmaco em pacientes com comprometimento hepatico [422] e outro em
pacientes com LMC [429]. Alguns estudos avaliaram os parametros
farmacocinéticos de bosutinibe combinados com outros farmacos como
cetoconazol [423, 424, 426], lansoprazol [427] e aprepitanto [428]. As doses
administradas de bosutinibe foram de 200 [425], 400 [425, 427, 429], 500 [423,
428, 429], 600 [425, 429] e 800 mg [425].

Em geral, os pacientes apresentaram Cmax € AUCo-t variando de acordo
com a dose. Em comparacdo com individuos saudaveis, a concentragao
plasmatica maxima e a AUC aumentaram aproximadamente duas vezes em
pacientes com insuficiéncia hepatica (TABELA 22) (AUCo--: p = 0,002).

A coadministracdo com os farmacos cetoconazol e aprepitanto
aumentaram significativamente a AUCo-» (p<0,001 para ambos) (TABELA 22),
bem como Cmax de bosutinibe.

O tmax em voluntarios saudaveis e pacientes com LMC administrando
bosutinibe isolado foi de 3 a 6 horas. O tmax mais prolongado foi obtido quando o
bosutinibe foi combinado com cetonozanol e aprepitanto.

A meia-vida de eliminacdo de bosutinibe foi descrita entre 22-46 h apés
administracao oral unica. A t12 aumentou significativamente em pacientes com
comprometimento hepatico, e em pacientes que tiveram coadministracdo de
bosutinibe com aprepitantp e cetoconazol.

Foi relatado que o CI/F varia de 237 a 461 L.h" em voluntarios saudaveis
quando em jejum, e 171 a 281 L.h"' quando alimentado. Ele foi reduzido em
pacientes com algum nivel de les&o hepatica (classes A, B e C de Child-Pugh).
Ainda, a depuragao apds administragao oral do bosutinibe foi reduzida cerca de
10 vezes em voluntarios saudaveis com o uso de cetoconazol. Em pacientes

com LMC, o CI/F estava similar aos voluntarios saudaveis.
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TABELA 21. PARAMETROS FARMACOCINETICOS DE BOSUTINIBE

a . . . AUCO-t AUCO-w z Cmax
Referéncia Medicamento Paciente N (ng.himL) _(ng.himL) R areas (ng.mL'1) tmax (h) t12 (h) CI/F (L/h) Vd/F (L)
Saudavel 9 NR 914+334 NR 34+10,5 4 (1-8) 55,0£15,8 244 +83,6 18400+ 5110
Abbas, 2013 BOS Child-PughA 6 NR 19804450 NR 86,7+45,5 2,5 (0,5-4) 85,7+8,6 1054246 13100+ 4040
(a) [422] 200 mg Child-PughB 6 NR 18704688 NR 68,4+24,2 2 (1-4) 112,5+37,9 1284712 18600+ 5560
Child-PughC 6 NR 1780778 NR 58,8+41,4 1,5 (1-3) 111,1£33,7 130£50,5  21700£12500
Abbas, 2013 BOS 400 mg Saudavel 24 1600+ 576 1940698 4 0,82 70,2+22,5 5 (3-8) 31,05+ 4,35 NR NR
(b) [427]  BOS 400 mg + LAN 60 mg 23 1130£508,5  1470%632,1 0,77 42,9423 .1 6 (3-24) 37,1249,28 NR NR
BOS 100 mg + CET 400 mg 6 2740854 2980802 0,92 58,4£13,3 5,17 (3,00-6,00) 47,69+5,41 35,749,8 2480+ 773
BOS 200 mg + CET 400 mg 6 63902110 683022120 0,94 120+44,1 7,20 (3,00-12,17) 52,45+32,33  31,8+10,1 2340£1340
Abbas, 2012 BOS 300 mg + CET400mg o 1o 6 8430+1880 86001860 0,98 189+69,8 6,83 (1,00-12,00) 39,905,43 36,4+8,6 2150851
(a) [426] BOS 500 mg + CET 400 mg 6 103003730 106003830 0,97 242+100 6,58 (5,83-8,00) 41,98+4,91  45,6+27,3 28001790
BOS 500 mg + CET 400 mg 6 164005310 168005510 0,98 372+107 7,33 (5,83-8,00)  38,19+4,81 33,2+13,1 18404881
BOS 600 mg + CET 400 mg 6 22200+3630 230004020 0,97 426+100 11,0 (6,02-23,93)  41,62+6,91 26,8+5,0 15904276
BOS 200 mg 6 474119 NR NR 1711 6 (3-36,1) 41233  442,9+101,8 272107891
BOS 200 mg 6 10824325 NR NR 43+10 6 (3-8) 39,1+12,9  171,0£41,0  9956+4579
Abbas, 2012 BOS 400 mg S 12 1150621 NR NR 6241 3(2,1-6) 37,3£10,1 460,8 +285,7 24570+ 18919
(b) [425] BOS 400 mg 6 1768+283 NR NR 8823 6 (4-6) 32,4484  232,3+372 10573+ 1797
BOS 600 mg 6 2960+681 NR NR 141+48 6 (6-24) 32,6468  213,1+51,1 10121+ 3846
BOS 600 mg 5 4003+1521 NR NR 216186 6 (4-8) 33,848, 1 280,8+261,1 15771+ 19083
Abbas, 2011 BOS 100 mg Saudavel o4 233+104 3234139 0,72 743,2 6 (2-8) 46,2£162  418,9+310,0 22565 6769
(a) [424]  BOS 100 mg+ CET 400 mg 16941677 2631+789 0,64 38,4+20,7 6 (6-36) 69+28,9 43,4%18,7 4144+ 1906
Abbac. 2011 BOS 500 mg + placebo 56 2330816 NR NR 114240 5 (1,5-12) 22,27+3,56 NR NR
as, .
(b)[423] BOS 100 mg + CET 400 mg ~ Saudavel 54 1520024408 NR NR 32678 8 (3-12,1) 36,60£9,52 NR NR
BOS 500 mg 20 21931052  2268+1157 0,97 94152 415 (2-817)  27,79+522 220,4+112,4  8695% 5390
Hsyu, 2016 BOS 500 mg + Saudével
[428] Aoreoi 20  4097+1926 471941463 0,87 146+86 6,02(1,9-11,9) 2599+ 3,84  1059+32,8 3935+ 1338
prepitanto 125 mg
Nakasek BOS 400 mg 7 NR 2474+483 NR 131£29,7 4,0 (3,97-7,90)  16,82+2,37 167+34,6 4035+879
2312 S[ffzgj BOS 500 mg LMC 7 NR 2720+560 NR 128+23,1 3,95(3,00-5,98)  16,90+2,47 190£37,8 4570+714
BOS 600 mg 3 NR 2760+626 NR 155+44,4 3,97 (3,97-4,03)  17,27+3,64 224457 5707+2187
Nota: NR, nao reportado; BOS, bosutinibe; CET, cetoconazol; LAN, lanzoprazol; FONTE: O autor (2020)
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TABELA 22. META-ANALISE DE AUC.o.. DO BOSUTINIBE

Variavel n  AUCo. Erro IC 95% Valordep P
padrao

Pacientes
Saﬂ:fe"rjgz;em 5 2090,739 300,574  1501,625-2411,095 - 92,636
LMC 3 2329322 129110  2076,262-2582,372 0,466 0,000
Dano hepatico 2 3660,972 420,832  2836,157-4485,788 0,002 0,000

Coadministragao com outros farmacos

Com aprepitanto 1 3775220 261,689  3262,298-4288,102 <0,001 0,000
Com cetoconazol 7 13238,064 964,113  11348,438-15127,690  <0,001 68,158
Com lanzoprazol 1 1470,000 131,802 1211,673-1728,328 0,059 0,000

Nota: LMC, leucemia mieloide crénica; IC, intervalo de confianca; n, numero de
estudos; azul, p significativo; 12, heterogeneidade; FONTE: O autor (2020)

17.2.2. Simulacido de Monte-Carlo para bosutinibe

Trés estudos foram agrupados [422, 425, 427] para atingir os parametros
ponderados para individuos saudaveis em jejum, enquanto quatros estudos
[422, 424, 425, 428] eram sobre pacientes saudaveis e alimentados. A interagao
do cetoconazol foi avaliada em trés estudos diferentes [423, 424, 426],
totalizando 114 perfis farmacocinéticos. Parametros para insuficiéncia hepatica,
interacdo com lansoprazol, ou com aprepitanto e pacientes com LMC foram
adquiridos somente de um estudo cada. A TABELA 23 apresenta os parametros

farmacocinéticos ponderados para bosutinibe.
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TABELA 23. PARAMETROS FARMACOCINETICOS DE BOSUTINIBE

Referéncia Paciente N tiz2(h) DP (f',"'j) SD VdF() SD
Abbas, 2013 (a) [422] .
Abbas, 2013 (b) [427]  S2U9aVel g5 3867 11,09 362,30 235,15 2378551 1165755
Abbas, 2012 (b) [425] 1)
Abbas, 2013 (a) [422]
Abbas, 2012 (b) [425] ~ Saudavel

Abbas, 2011 (b) [423] alimentado 108 28,63 6,96 225,12 113,94 11581,96 7242,44

Hsyu, 2016 [428]

Abbas, 2013 (a) [422] h(lajpaé\r](i(::o 18 103,10 29,70 121,00 52,36 17800,00 8235,80

Abbas, 2011 (b) [423] Com

Abbas, 2011 (a) [424] 114 45,64 16,85 38,29 16,29 297543 1499,85
cetoconazol

Abbas, 2012 (a) [426]

Abbas, 2013 (b) [427] Ianz%opr:;zol 37,12 25 330,00 155,10 - -

Hsyu, 2016 [428] aprtca;;)i?;nto 20 25,99 3,84 105,90 32,83 3935,00 1337,90

Nakaseko, 2015 [429] LMC 17 16,93 2,63 186,53 37,73 4550,35 1110,58

FONTE: O autor (2020)

A FIGURA 15 mostra seu uso para obter a probabilidade de cumprimento

da meta considerando uma Cmin de estado estacionario de 63 ng.mL™" [379].
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FIGURA 15. A PROBABILIDADE DE ALCANCE DA META FOI CALCULADA
COM BASE EM UMA CONCENTRACAO MINIMA DE 63 NG.ML""
Nota: 1, saudavel com cetoconazol; 2, dano hepatico, 3, saudavel com
aprepitanto, 4, pacientes com LMC; 5, saudavel/alimentado; 6,saudavel com

lanzoprazol; 7, saudavel/ jejum

FONTE: O autor (2020)
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As doses recomendadas de bosutinibe sdo 400, 500 ou 600 mg por dia
com base na resposta do paciente e toxicidades. Com base nos individuos
simulados (FIGURA 15), a dose maxima de 600 mg seria suficiente para atingir
a meta terapéutica em mais de 70% dos pacientes simulados com LMC e sujeitos
saudaveis, se alimentados. Na presenca de disfung¢ao hepatica, cerca de 240 mg
alcancariam PTA semelhante, enquanto a dose diaria recomendada de 200 mg
pode chegar a quase 60% de PTA. Os inibidores do CYP3A4, aprepitanto e
cetoconazol, também reduziram a dose necessaria para atingir o PTA de
maneira semelhante aos pacientes com LMC sem outros tratamentos. O
aprepitanto atingiu mais de 70% do PTA com 300 mg. Com base em trés estudos
usando cetoconazol (400 mg em dose multipla) 100 mg de bosutinibe foram
suficientes para atingir 63 ng.mL"' de Cmin em cerca de 80% dos individuos,
enquanto 200 mg atingiram PTA superior a 95%.

A interacdo do lansoprazol atua no sentido inverso, diminuindo a
exposicédo ao BOSU quando administrado concomitantemente. Sugere-se que
dose mais alta (600 mg) permite que 50% dos individuos atinjam a Cmin desejada.

Para aumentar essa probabilidade para 70%, sdo necessarios cerca de 800 mg.

17.3. Imatinibe

17.3.1. Analise dos parametros farmacocinéticos do imatinibe

Os parametros farmacocinéticos do imatinibe (TABELA 24) foram
avaliados em 25 estudos [381-405] e, a partir desses estudos, as seguintes
doses foram testadas: 25 [400], 50 [400], 85 [400], 140 [400], 200 [386, 391, 400,
405], 250 [400], 300 [400], 350 [400], 400 [381-385, 387-390, 392-404], 500
[400], 600 [389, 393, 400-402], 750 [400], 800 [400] e 1000 mg [400]. Foi avaliado
a coadministragdo de imatinibe com carbonato de calcio [403], clindamicina
[389], cetoconazol [386], metoprolol [404], omeprazol [387], rifampicina [384] e
erva de Sao Joao [385, 388]. Foram incluidos estudos com individuos saudaveis
e com pacientes com LMC [382, 383, 389, 393, 395, 400, 401, 404].

AUCot e Cmax foi proporcional a dose em pacientes saudaveis, enquanto

0 Tmax variou de 2-5 a 3,6 h. Rifampicina e a erva de Sao Jodo diminuiram as
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concentragdes plasmaticas de imatinibe (Cmax € AUCo-t) (TABELA 25). Enquanto,
a coadministragao com cetoconazol aumentou estes parametros.

A t12 média de imatinibe isolado foi de 9,5 a 20 horas apds a administragao
oral em individuos saudaveis e pacientes com LMC, exceto para um valor médio
de 24 horas, cujo método de quantificacdo era espectrometria de massa de
acelerador. De acordo com os autores Boddy et al (2007) [383], houve algumas
discrepancias entre as concentracées de imatinibe medidas pelo AMS e o
meétodo padrao, considerando apenas o ultimo como semelhante aos valores
relatados anteriormente.

A t12 média foi menor do que o respectivo grupo de controle de estudo
quando o IMA foi combinado com rifampicina ou erva de Sao Jodo. A kel média
foi relatada entre 0,03 a 0,05 h”'. O CI/F varia de 13,8 a 16,3 L.h" em jejum,
aumentando somente quando associado a rifampicina e erva de Sao Jodo e
diminuido quando associado com cetoconazol. A coadministracdo de imatinibe
com omeprazol e carbonato de calcio ndo afetou os parametros farmacocinéticos
deste ITK.
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TABELA 24. PARAMETROS FARMACOCINETICOS DE IMATINIBE

Referéncia Medicamento Paciente N AUCy¢(ng.h/mL) AUC,..(ng.h/mL) arzas (n(;r.r:li(ﬂ Tr(?l:;lx ty2 (h) CI/F (L/h) Vd/F (L)
Adeagbo, IMA 400 Saudavel 3 1677042937 NR NR  1281,8+192,9 3 9,5+0,55 NR NR
2015 [381] mg audave * ox1Ys, ol
Arora, 2015 IMA 400 mg (teste) MG 20 48977%12453 NR NR 3101659 3,25 (1,5-6) NR NR NR
[382]  IMA 400 mg (referéncia) 49870£15003 NR NR 3155+791 3,5 (1,5-8) NR NR NR
5 LMC-AMS 13000£2000 26000+ 3000 0,50  975+462 4%2 246 NR NR
oddy, método
2007 [383] IMA 400 mg LMC-LC-  °
VS mstodo 150006000 27000+ 11000 0,56 1328871 3+1 2048 NR NR
IMA 400 mg 16301% 3475 22992+ 5607 0,71 1563285 2,5 (2-4) 16,7+3 1 18,7%6,0 NR
Bolton, 1A 400 mg+ rifampicin Saudavel 14
2004 [384] 800 mg 5331+1369 5996+ 1631 0,89 7274173 2,5 (1-2,5) 8,8+0,7 72,0£21,5 NR
28900 (13400- 1800 (880- 13,5 (10,8- 13,8 (10,9-
Smith, IMA 400 mg Saudavel 10 NR 36700) NR 2600) 255 (1-4) 18.1) 29.8) NR
2004 [385]  IMA 400 mg + erva de el o NR 19700 (10700- NR 1280 (920- 2.5 (1-8) 10,7 (9,1- 20,3 (16,0- NR
Sép Jodo 300 mg 25000) 2000) ’ 13,5) 37,4)
. IMA 200 mg 14 96184191 14228+7359 0,68 942+311 2,5(1,5-4)  20,5:4.4 16,3%4 NR
putreix, IMA 200 mg + Saudével
2004 [386] 14 134985561 196678932 0,69 12131528 4 (2-6) 19,2+4,5 11,644 NR
cetoconazol 400 mg
. IMA 400 mg NR 32100+11100 NR 2040+560 3%0,9 13,415 14,1495 244+130
Egorin, IMA 400 mg + Sauddvel 12
2009 [387] NR 33100£9300 NR 20204650 3,112 14,1£1,9 15,2412,6 273+168
omeprazol 50 mg
Fyre, 2004 IMA 400 mg ’ 12 NR 34500+9500 NR 2153+491 3(26) 12,8432 12,5£3,6 NR
[388] |M§~400 mg+ervade  Saudavel 4, NR 24200+7000 NR 1840+489 2 (2-4) 9+2,3 17,9456 NR
ap Jodo 300 mg
Passerini, IMA 400 mg LG 8 24660z 8500 NR NR  2352+1050 1,82%0,61 12,5%2,4 NR NR
2003 [389] IMA 600 mg 5 99740+ 54150 NR NR  7830+3800 341,09 12,5¢1,4 NR NR
Jawhari, IMA 400 mg (teste) Saudavel 21 309465:8665 319125689993 0,97  1761% 468 3,67:0,97  14,07%2,33 NR NR
2011[390] _ IMA 400 mg (referéncia) 31073,6£ 79859  32270,9+ 85195 0,96 1779+ 459 3.67+1,43  14,18+2,42 NR NR
Jung, 2014 IMA 200 mg (teste) Saudavel 27  130843:391  14669,3:57135 089 9228:3188 32 (2-6) 14,32,2 15,9471 324,5+ 1436
[391]  IMA 200 mg (referéncia) 24 14131,7+3826,2  149389£35237 0,95 9863266 2,9 (1,5-4) 14,323 14,243 4 289,8+ 84,2
Kim 2013 IMA 400 mg (teste) Saudave] 28  28485:6274 29079+ 6371 0,98 1792357 3(1,5-5)  12,74:132  14,38£3,03 2645+
[392] IMA 400 mg (referéncia) 28 27222+ 4624 27872+ 4751 0,98  1710£312 3 (1-4) 13,10¢1,07  14,79+2,73 279,29+ 52,18
Coutre, IMA 400 mg LMC 6 37500+9375 NR NR 20204646 4,07+1,50 16,6+3,2 NR NR
2004 [393] IMA 600 mg LMC 6 85900+ 56694 NR NR  6760:4664  3,84+2,11 16,945,9 NR NR
Lee, 2015 IMA 400 mg (teste) Saudavel 35 4687711995 47987+ 12382 0,98  3309+1084 3(2-6) 13,2415 8,922 167,640
[394] IMA 400 mg (referéncia) 35 43510+ 8909 4448249027 0,98  3066+906 3 (1-6) 13,11,8 9,442 177+42.5

Nota: NR, nao reportado; IMA, imatinibe; CP, comprimido; FONTE: O autor (2020)
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Conclusido: TABELA 24. PARAMETROS FARMACOCINETICOS DE IMATINIBE

Cmax

Tmax

Referéncia Medicamento Paciente N AUC(¢(ng.h/mL)  AUC,..(ng.h/mL) R areas (ng mL") (h) ti2 (h) CI/F (L/h) Vd/F (L)
Mohajeri IMA 4 x 100 mg capsula 12 1983418215 27011+ 11562 0,73 1548252 2 (1,5-3,5) 15,7+2,2 17,2+3,72 382+112°
2015 [395’] IMA 4 x 100 mg CP LMC 12 1900317563 25811+ 10547 0,74 1605+209 2,1(1,2-3,8) 15,8+2,8 17,124,22 384+105°
IMA 400 mg CP 12 1845248235 25699+ 11253 0,72 16224233 2(0,9-3,9) 15,612,2 17,8+542 391+99°
Nikolova IMA 4 x 100 mg capsula 26749+12623 27094+ 12933 0,99 1748702 2,5 (2-6) 15,8+2,9 17,145,8 383+133
2004 [3%1] IMA 4x100mg CP Saudavel 33 25724111450 26081+ 11757 0,99 16381604 2,5 (1,5-6) 15,913,1 17,351 3871114
IMA 400 mg CP 25150+ 11611 25464+ 11846 0,99 16064647 2,5 (1,5-6) 15,7+2,8 1815,7 404+144
IMA 100 mg CP revestido 37 6582+ 2169 6709+ 2244 0,98 4271149 2,9+1,5 17,4+3,2 NR NR
Ostrowicz, IMA 100 mg (referéncia) Saudavel 37 641812344 6554+ 2440 0,98 4101146 3,2+1,5 17,5+3,8 NR NR
2014 [397]  IMA 400 mg CP revestido 37 24705+ 8902 25065+ 9005 0,99 1547579 2,9+1,7 16,4+2,6 NR NR
IMA 400 mg (referéncia) 37 24545+ 778 24913+ 7957 0,99 1506459 3,5+1,38 15,9+2,44 NR NR
Campiglia, IMA 400 mg (teste) Saudavel 30 NR 38179+ 15504 NR 24724933 3,28 (1,5-6) 14,2+8,04 NR NR
2009 [398] IMA 400 mg (referéncia) 30 NR 40554+ 17027 NR 2566+963 3,63 (1,5-6)  13,02+3,82 NR NR
Peng, 2004 IMA 400 mg (cép§ula) 276912362 32640416501 0,08 1822+1193 2,5 (1-6) 17,9131 14,917,5 3821194
(a) [’399] IMA 400 mg (solugao oral) Saudavel 12 331711466 3072949573 0,11 18481805 2 (1,5-4) 18,3+2,7 14,5+5,7 3851167
IMA 400 mg (1.V. infus&o) 1617+398 783642185 0,21 1206295 1(0,5-1) 21,9+4,3 13,9+5° NR
IMA 25 mg 3 7001200 10004£200 0,70 72418 2,2+0,8 1312 24,816,0 461,6£172
IMA 50 mg 3 14004300 19004500 0,74 186157 1,841 1015 16,5¢10,0 377,2+145,9
IMA 85 mg 3 43001600 580042600 0,74 444,7+209,2 2+1,4 11,7£3,6 28,37,7 261,7+82,7
IMA 140 mg 3 8900+6900 12300+9100 0,72 889,3+757,7 1,841 13,3%1,5 10,9+1,0 306,8+183
IMA 200 mg 4 11000+3700 21500416300 0,51 84611971 43,6 18,9%1,2 16,315,2 273,3166,3
Peng, 2004 IMA 250 mg LMC 3 18700+7200 26500+9600 0,71 1381,4+366,3 2,6+1,1 11,644,1 9,3+3,1 182,1+93,4
(b) [400] IMA 300 mg 3 19000+7300 2740011500 0,69 16404443 2,6+2,1 13,8+2,3 16,1£10,3 237,2+68
IMA 350 mg 3 13800+1400 20600+2300 0,67 1190+150 2,5+0,9 14,421 11,7¢1,4 353+36,7
IMA 400 mg 3 24800+7400 38800415900 0,64 1907,5+355 3,1+2 14,8+5,8 12,746,7 236+76,5
IMA 500 mg 4 28500+10700 45300+20500 0,63 2056,7+605,4 3,8+2,1 14,7+3,6 18,217,8 265,9+88,1
IMA 600 mg 4 39700+25900 5240033700 0,76 3395+2408,9 2,9+1,4 10,942 10,3+3,0 245,5+152,4
IMA 750 mg 6 34400+13200 45600+21600 0,75 3016+1040 3,7+¢2,3 10,6+3,4 13,343 279,6+127
Schleyer, IMA 400 mg LMC 6 3750049375 NR NR 20201640 4,07+1,51 16,6+3,2 NR NR
2004 [401] IMA 600 mg 6 85900+56694 NR NR 676014660 3,84+1,42 16,945,9 NR NR
Smirnov, IMA 400 mg (Genfatinib®) Saudavel o4 75145,3+32388 NR NR 4600,2+1513 2,9+1,7 NR NR NR
2013 [402] IMA 400 mg (Gleevec®) audave 1208724142984 NR NR 5562,3+ 2342 2,9+1,3 NR NR NR
. IMA 400 mg 11 NR 41200+11800 NR 23504590 2,5+0,7 14,3+3,7 10,5+3,1 179154
Tawbi, IMA 400 mg + 4 g Saudavel
2014 [403] 1 11 NR 40800+9400 NR 23901620 2,4+1,1 13,412,0 10,4+2,9 176155
carbonato de calcio
Wang, IMA 400 mg + metoprolol
2008 [404] 100 mg LMC 20 39041+ 12700 NR NR 4245+1330 2 (0,5-4) NR 11,3+ 3,7 NR
Yan?4()25(}13 IMA 200 mg Saudavel 27 14131,7+ 3826,2 14938,9+ 3523,7 0,95 986,3+266,0 2,9+0,7 14,3+2,3 14,2+ 3,4  289,8+ 84,2

Nota: NR, ndo reportado; IMA, imatinibe; CP, comprimido; FONTE: O autor (2020)
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TABELA 25. META-ANALISE DE AUCo.tE AUC.o-- PARA IMATINIBE

Variavel n  AUCox paEdr:go IC 95% Va": N AUG- p:d':go IC 95% Va": de p
Pacientes
Saﬂ:f‘e"r:]';jem 21 25163,151 2658,799 ;%%571”%%2' 99,872 24 29622,401 358,954 302??2951,258 - 91,522
LMC 36 eangaos 2370:908 23212587152;43 0,620 99,808 31 29921559 623,212 2;;2%%2%’ 0,511 93,563
Coadministragao com outros farmacos
Com omeprazol - - - - - -1 33100,000 2684,679 %;i%i‘jé%' 0,511 0,000
Com cetoconazol 1  26996,000  1486,240 22‘;%88%’,%272' 0,547 0,000 1 39334,000 4774,355 i%%;ﬁ’i%i' 0,098 0,000
Com Cs;tl’coigato de | - - - - - 1 40800,000  2834,207 3;56%‘;54’,%54;' 0,002 0,000
Com C(mg;“id”a 1 19500,000 2477,563 12124545’,%?;;' 0,119 0,000 - - - - - -
Com (r:l\e/ltg;’ro'o' 1 39041,000 2839,806 ii‘&%’%% <0,001 0,000 - ; . . . .
Comrifampicina 1 25163,151  2658,799 33?35724?30001' <0,001 0,000 1 5996,000 435903 56;‘;10’2‘5' <0,001 0,000
Com ej‘é;:e Séo - - - - - 1 24200,000 2020,726 22%21:’;%;55%' 0,004 0,000

Nota: LMC, leucemia mieloide cronica; IC, intervalo de confianga; n, nimero de estudos; em azul os valores de p significativo; I?,

heterogeneidade; FONTE: O autor (2020)
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17.3.2. Simulacio de Monte-Carlo para imatinibe

Dezesseis estudos [381, 384-388, 390, 391, 394, 396-399, 402, 403, 405]
foram agrupados para atingir os parametros ponderados para saudaveis sem
outros tratamentos, e dois [385, 388] foram usados para obter os valores
agrupados em interagdo com a erva de Sao Joao.

A TABELA 26 mostra os parametros combinados e a FIGURA 16 mostra
seu uso para obter a probabilidade de alcance da meta considerando uma

concentragdo minima de estado estacionario de 1000 ng. mL-" [8].

TABELA 26. PARAMETROS FARMACOCINETICOS DE IMATINIBE

CI/F Vd/F

Referéncia Paciente N tiz(h) DP (Lh) SD L SD

Adeagbo, 2015 [381], Bolton,
2004 [384], Smith, 2004 [385],

Dutreix, 2004 [386], Egorin,
2009 [387], Fyre, 2004 [388],

Jawhari, 2011 [390], Jung,

2014 [391], Lee, 2015 [394], Saudavel em
Nikolova, 2004 [396], jejum 677 1513 3,17 14,18 5,02 2954 108,28
Ostrowicz, 2014 [397],

Campiglia, 2009 [398], Peng,

2004 (a) [399], Smirnov, 2013
[402], Tawbi, 2014 [403],
Yang, 2013 [405]

Com

Bolton, 2004 [384] _wom 14 88 07 72 215 - -
rifampicina
Smith, 2004 [385] Com erva de
Fyre, 2004 [388] Sa0 Jodo 22 977 202 19 508 i i
Dutreix, 2004 [386] Com 14 192 45 116 4 - -
cetoconazol
Tawbi, 2014 [403] Comcarbonato (45, 5 404 29 176 55
de calcio
Arora, 2015 [382], Boddy,
2007 [383], Passerini, 2003 LMC 136 1506 3,71 13,69 554 282,02 110,88

[389], Peng, 2004 (b) [400],
Coutre, 2004 [393]

FONTE: O autor (2020)
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FIGURA 16. A PROBABILIDADE DE ALCANCE DA META FOI CALCULADA
COM BASE EM UMA CONCENTRACAO MINIMA DE 1000 NG.ML' PARA
IMATINIBE
Nota: 1, saudavel com cetoconazol; 2, saudavel com rifampicina; 3, paciente LMC, 4,

saudavel com carbonato de calcio; 5, saudavel com erva de Sdo Joao; 6-

saudavel/sem outro tratamento

FONTE: O autor (2020)

A dose comumente usada de imatinibe € de 400 mg, mas pode ser
aumentada para 600 mg se a concentragdo minima alvo nao for atingida. Com
base nos dados extraidos neste trabalho, a dose de 400 mg foi suficiente para
apenas 30% dos pacientes atingirem a Cmin de 1000 ng.mL"". Probabilidade
semelhante foi observada para individuos saudaveis sem outros tratamentos
(25%) e saudaveis com carbonato de calcio (29%). Quando administrado com
erva de Sao Joao ou rifampicina, nenhum dos individuos atingiu a Cmin esperada.
Contudo, semelhante ao observado para outros ITK, o cetoconazol aumentou a
proporgao de individuos que apresentaram Cmin de 1000 ng.mL"".

Considerando a dose de 600 mg, os pacientes com LMC saudaveis sem
outros tratamentos e aqueles que administraram imatinibe junto com carbonato
de calcio apresentaram PTA em torno de 50%. Na presencga de cetoconazol os
600 mg sao suficientes para 83%, enquanto apenas alguns (1,5%) daqueles em

uso de erva de Sao Joao atingiram a meta terapéutica.

128



17.4. Nilotinibe

17.4.1. Analise dos parimetros farmacocinéticos do nilotinibe

Para o nilotinibe, 11 ensaios foram incluidos [406-416]. Destes, sete
estudos avaliaram a coadministragdao de nilotinibe, sendo eles: suspensao de
antiacido [409], carbonato de calcio [416], esomeprazol [412], famotidina [409],
suco de toranja [411], cetoconazol [406], midazolam [414] e rifampicina [406]. As
doses relatadas nos estudos foram 200 [387, 408, 410, 413], 400 [406-413, 415,
416] e 600 mg [414]. Houve apenas dois estudos que avaliaram o medicamento
no estado estacionario [407, 415]. Os parametros farmacocinéticos do nilotinibe
sdo demonstrados na TABELA 27.

Foram incluidos estudos com voluntarios saudaveis [406, 408-414, 416],
com pacientes com LMC [407, 415] e com pacientes com insuficiéncia hepatica
[410]. O CI/F médio de nilotinibe em individuos saudaveis foi de 21,7 a 31,2 L.h-
" na dose de 200 mg, enquanto para 400 mg, um estudo mostrou um valor de
249 L.h" e cinco estudos mostraram valores entre 33,4 e 50,5 L.h,
semelhantes ao que foi observado no unico estudo na dose de 600 mg, 45,3 L.h"
'. Os dados gerais sugerem algum nivel de dependéncia da dose no clearance,
mas nenhum estudo abordou esta questao.

O cetoconazol aumentou a Cmax € AUC (p<0,01, TABELA 28) do nilotinibe
em comparagao com o nilotinibe sozinho. O clearance médio foi inferior a
metade, prolongando a t12 em mais de 2 vezes, uma vez que a alteragao do
volume de distribuicdo foi leve. Além disso, a rifampicina aumentou o CI/F do
nilotinibe em cerca de 4 vezes, mas com menos impacto na meia-vida de
eliminagdo devido a uma grande alteragdo no volume de distribuicdo. A
farmacocinética do nilotinibe foi modestamente afetada pela insuficiéncia
hepatica (valores aumentados de Cmax, AUCo-t € AUC 0-»), mas deve-se esperar
um prolongamento da meia-vida proporcional a insuficiéncia hepatica.

Os resultados indicam que o uso de carbonato de calcio nido afeta
significativamente a farmacocinética do nilotinibe. Além disso, nem o antiacido

nem a famotidina afetaram significativamente a farmacocinética do nilotinibe.
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TABELA 27. PARAMETROS FARMACOCINETICOS DE NILOTINIBE

AUC,.¢

AUC.

R

Cmax

Tmax

Referénci i i
eferencia Medicamento Paciente N (ng.h/mL) (ng.h/mL) areas (ng.mL") (h) ti2 (h) CI/F (L/h) Vd/F (L)
NILO 200 mg 87934769 8590:4753 0,08 3561142 4 (2-8) 15,219,3 3117 586,8+ 385, 1
NILO 200 mg + 25 27757:13183  26682:13703 0,96 673279 4 (2-8) 32,7+17,9 12,3 13,9 333,5+ 219,4
Tanaka, cetoconazol 400 mg Saudavel
2011 [406] NILO 400 mg 10114+3996 112175155 1,11 426+150 3 (2-8) 18,8+10 452+ 246 8875+ 304,5
NILO 400&8% :ngfamp'c'“a 5 2088801 2010579 0,96 149430 4 (2-6) 14,6+6,5 2159+ 685  4156,8+ 1950,5
: NILO 400 mg 11 NR 1840027500 NR 6702351 43:1,7 18,9459 24,0192 7142275
Tawbi, 2013 NILO 400 mg + carbonato Saudavel
[416] Omg o 11 NR 16900+8200 NR 618+273 5,6:2,5 17,29,1 28,7+13,9 739330
o0, 2000 LMC — Fase cronica 15 7110£1800 NR NR 942:276 327) NR NR NR
°J[j'07] NILO 400 mg LMC- Fase acelerada 7 755043150 NR NR 1120614 3(3-23) NR NR NR
LMC- Fase blastica 4 888042700 NR NR 1150£458 5,5 (3-7) NR NR NR
Xia, 2012 NILO 200 mg Soudével 25 NR 859024753 NR 356142 4 15,219,3 3117 587385
[408] NILO 400 mg u 15 NR 1121745155 NR 426+150 3 18,8410 45£24,6 888305
NILO 400 mg 45 10223:3465 1121624542 0,91 374x157 4 (1,97-10) 28,63t26,80  35,06£18,72 1081,8% 510,6
NILO 400 o r;éam"tad'”a 46 10194:3843 10767+4964 0,95 363+133 4,02 (1,97-10)  31,04+46,92 39,7+29,81 1116,54701,2
Yin, 2013 i )
[409] NILO 4 Ogm%:kf:s"e”s“ Saudavel 43 10715+3471 12391£5080 0,86 3574149 3,98 (1-10) 28,81:31,06  32,28+23,08 1094,4+5187
NILO 402;2%;;:5"9”550 44 10841+3458 123554843 0,88 3544172 3(1,97-10) 27,19+18,08  23,38+2976  1029,1+ 1039,4
NILO 400 mg 46 11223:3804 11965:4666 0,94 3982160 4 (2-10) 19,8£11,1 33,4513 8912367
Yi NILO 400 mg + cha de
in, 2011 . , 46 12559:4157 136555434 0,92 5254198 4 (1-10) 21£11,3 29,312 815+255
[413] iogurte natural desn?tado Saudavel
N'L%j?éo d”,;gm;‘gga de 47 112143700 12105¢4333 0,93 3784156 3 (2-10,1) 20,6£11,9 33+12 866+319
: NILO 400 mg 22 1028023462 1151526140 0,89 397895 4 (2-10) 17,3£10,7 4165164 8762247
Yin, 2010 (a) NILO 400 mg + Saudavel
[412] g 15 68253337 71643752 0,95 303157 5,98 (2-10) 15,9+6,6 72,8+38,7 155141001
esomeprazol 40 mg
Yin, 2010 (b) NILO 400 mg Saudavel 5 115006400 11900:6700 0,97 445:189 4(26) 1314,8 50,5£36,8 8042411
[411] NILO 400 mg + toranja audave 136006600 140006800 0,97 678+214 4 (4-5) 11,7431 35,3+16,7 5484185
Insufic. hepaticaleve 6 1319123646 13395:3652 0,98 476,8%173.4 4 (35) 15,125,0 15,8441 351:189
’ Insufic.hepatica -~
Yl?‘i 12(?]09 NILO 200 mg o hepat 6 11923:4545 13723:5166 0,87 302:63,5 3,6 (2-4) 21,647,8 16,1453 462+96
Insufichepatica grave 6 1207446207 13628:7260 0,89 249,7+119,1 4 (4-8) 32,4+10,7 22,9422,1 9434670
Saudavel 9 9855:3340 1005243301 0,98  411+1342 3 (3-4) 16+9,1 21,746,3 5024314
Zhang, 2015 NILO 600 mg NR 14576 5109 NR 4531204 4 2468125 4531183 1490710
[414] NILO 600 ’zgm;m'dam'am Saudavel 18 NR 14512+ 6302  NR 511203 3 (1-12,05) NR 47,5£29,0 14761763
Zhou, 2009 [415 NILO 400 mg CML 21 NR 5076.3t 3275 ___NR 637,3t506 3,0 (1,0-12,1) NR NR NR

Nota: NR, nao reportado; NILO, nilotinibe; FONTE: O autor (2020)
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TABELA 28. META-ANALISE DE AUCo-+tE AUC-0-- PARA NILOTINIBE
Variavel n  AUCo: pf;’rg . IC 95% ‘gf‘;’ I N  AUCo- pf;;g . IC 95% ‘3‘;“: 12
Pacientes
Sa‘?gfe‘g'ggjem 9 10752,887 361,768 112%3;”89%58' . 52703 13 11767,156 533,352 11133?;%’%%%' - 72192
LMC 3 7327,818 412,260 %5113%’88%‘;' <0,001 0000 3 5076300 714,664 227757”%*255' <0,001 0,000
Comﬁf‘gﬁgge”to 3 12586,846 1055,531 1&%1385”%1%' 0,100 0,000 3 27043,871 2248656 2321335?51%2' <0,001 0,000
Coadministragao com outros farmacos
Comantidcido 2 10778,967 371,473 11(1%%(;’%32' 0,060 0000 2 12371934 531,352 1113231%‘%%%' 0422 0,000
Comcalbonatode ; - - - : 1 16900,000 2472,393 1221(;5;‘,‘5”13%3' 0,042 0,000
Com cetoconazol 1 27757,000 2636,000 %é%%i’%iﬂ' <0,001 0000 1 26882,000 2740,600 %12%15%2273; <0,001 0,000
Com esomeprazol 1 6825000 861,610 %1331%27723 <0,001 0000 1  7164,000 968,762 %%%52’,27%;' <0,001 0,000
Com famotidina 1 10194,000 566,640 ??ggfgg‘; 0406 0000 1 10767,000 731,841 ?g’%f;gé 0,269 0,000
Com midazolam - ; ; - - : 1 9674667 1485,396 f;ggé?ggé 0,185 0,000
Comrifampicina 1 2088,000 146,242 13%0710’%212' <0,001 0000 1 201000 149,497 1221)%”%%13' <0,001 0,000
Comsucode toranja 1 13600,000 1440,238 11%17272”1851%' 0,055 0,000 1 14000,000 1483882 111;%%13’%‘;%' 0,157 0,000

Nota: LMC, leucemia mieloide crénica; IC, intervalo de
heterogeneidade; FONTE: O autor (2020)

confianga; n, nimero de estudos; em azul os valores de p significativo; 12,
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17.4.2. Simulacdo de Monte-Carlo para nilotinibe

Nove estudos foram agrupados [406, 408, 409, 411-414, 416] para atingir
os parametros ponderados para individuos saudaveis usando nilotinibe como
monoterapia, enquanto apenas um estudo estava disponivel para todas as
outras condigdes simuladas. Nao ha estudos disponiveis em pacientes com
LMC, pois os trabalhos de Tojo (2009) [407] e Zhou (2009) [415] n&o publicaram
o volume de distribuigéo, clearance ou meia-vida de eliminagao.

A TABELA 29 apresenta os parametros ponderados e a FIGURA 17
demonstra a probabilidade de alcangar a meta considerando uma concentragao

minima de estado estacionario de 800 ng.mL-" [10].

TABELA 29. PARAMETROS FARMACOCINETICOS DE NILOTINIBE

Referéncia Pacientes N tiuz2(h) DP CI/F (L/h) DP Vd/IF(L) DP

Tanaka, 2011 [406], Xia,
2012 [408], Yin, 2013
[409], Yin, 2010 (b)
[411], Yin, 2010 (a) Saudavel 345 201 143 354 17,9  867,2 370,2
[412], Yin, 2011 [413],
Zhang, 2015 [414],
Tawbi, 2014[416]

Yin, 2009 [410] Dano hepatico 18 23,0 82 18,3 10,5 5853 405,7
Tanaka, 2011 [406] Com cetoconazol 25 32,7 3,7 12,3 2,8 333,5 448
Tanaka, 2011 [406]  Com rifampicina 15 14,6 1,7 2159 18,3 41568 521,3
Yin, 2013 [409] com famotidina 46 31,9 7,0 39,7 44 11165 1045
Yin, 2013 [409] C°mai?;':°'d° 43 288 48 32,3 37 10944 80,0
Yin, 2013 [409] Comantidcido ) 575 59 23,4 45 10291 1585
depois
. Com carbonato de

Tawbi, 2013 [403] e 11 172 29 28,7 44 7390 1044
Yin, 2010 (a) [412] Com esomeprazol 15 15,9 1,8 72,8 10,3 1551,0 267,5
Yin, 2013 [409] Com toranja 21 11,7 07 35,3 37 5480 414
Zhang, 2015 [414]  Com midazolam 18 246 3,0 47,5 70 14760 185,1

FONTE: O autor (2020)
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FIGURA 17. PROBABILIDADE DE NILOTINIBE DE ATINGIR A META, QUE FOI
CALCULADA COM BASE EM CONCENTRACOES MINIMAS DE 800 NG.ML-"
COM INTERVALO DE DOSE DE 12 H.

Nota: 1, saudavel e nenhum outro tratamento; 2, insuficiéncia hepatica; 3, saudavel
com cetoconazol; 4 saudavel com antiacido depois; 5 saudavel com carbonato de
calcio; 6, saudavel com antiacido antes; 7, saudavel com famotidina; 8, saudavel com
toranja; 9, saudavel com midazolam; 10, saudavel com esomeprazol; 11, saudavel
com rifampicina
FONTE: O autor (2020)

Para pacientes que utilizam nilotinibe como tratamento de primeira linha,
em geral a dose é de 300 mg duas vezes ao dia, enquanto a dose de 400 mg
duas vezes ao dia € utilizada quando o nilotinibe & o tratamento de segunda linha
[24, 103]. A concentragdo minima recomendada de nilotinibe é de 800 ng.mL""
(considerado como concentragdo minima alvo no estudo), embora a
concentragdo minima alvo caia para 500 ng.mL"' para pacientes com os
genotipos UGT1A1*6/*6, *6/*28 ou *28/*28 devido a problemas de toxicidade.
Como demonstrado pela FIGURA 17, apenas 1/3 dos pacientes estava atingindo
a dose de 800 ng.mL"'com a dose inicial de 300 mg duas vezes ao dia. Por outro
lado, a dose de 400 mg foi suficiente para atingir a meta em metade dos

individuos simulados, quando nenhum outro tratamento estava presente.
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Em pacientes com insuficiéncia hepatica, a dose de 300 mg atingiu Cmin
em quase 75% dos individuos. O uso de antiacido 2 horas apds o nilotinibe
permitiu que um maior numero de pacientes atingisse a concentragdo minima
desejada, porém, o uso de antiacido antes, o uso de carbonato de calcio, o uso
de famotidina e o uso de esomeprazol reduziram progressivamente o PTA.
Considerando a dose de 300 mg, o PTA melhorou para 77% com o antiacido
apos a administracéo do nilotinibe, enquanto caiu para cerca de 23 e 6% com o
carbonato de calcio e o antiacido antes, respectivamente. Com famotidina, 400
mg sao necessarios para atingir o Cmin em 12% dos pacientes simulados. Com
base nos parametros publicados por Yin (2010) [412], uma dose alta (=700 mg)
seria necessaria para que pelo menos alguns pacientes obtivessem o0s niveis
minimos de 800 ng.mL"! na presencga de esomeprazol.

A administracdo concomitante de toranja e midazolam é considerado uma
situagao extrema, em que a administragao de 400 mg fez com que apenas cerca
de 5% dos pacientes atingissem a concentragdo de 800 ng.mL' como Cpmin.
Como esperado, o cetoconazol, que € um inibidor do CYP, reduz a dose
necessaria para atingir a concentragdo alvo, uma vez que 200 mg foram
suficientes para quase 90% dos individuos simulados. O PTA no uso
concomitante de rifampicina mostra o motivo pelo qual sua coadministracao deve
ser evitada, uma vez que quase 3000 mg foram necessarios para atingir a Cmin
de 500 ng.mL" em metade dos pacientes simulados, porém, devido a limitagao
da faixa linear e os problemas de farmacocinética do nilotinibe [406], isso nao

deve acontecer em pacientes reais.

17.5. Ponatinibe

17.5.1. Analise dos pardmetros farmacocinéticos do ponatinibe

Foram incluidos cinco estudos com ponatinibe [417-421], tanto com
individuos saudaveis [417-420], quanto com pacientes com lesdo hepatica [419]
e pacientes com LMC [421]. A dose usada nos estudos foi de 15 mg [418, 421],
30 mg [419, 421] e 45 mg [417, 420, 421].

Os parametros farmacocinéticos sdo apresentados na TABELA 30. Os
parametros Cmax, Tmax € AUCo-t foram relatados em todos os estudos. A AUCo-te

Cmax de PON é dependente da dose. O Tmax variou entre 3 e 6 horas. Ao
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comparar ponatinibe sozinho com o ponatinibe associado ao cetoconazol, a
AUCo+, AUCo-~ (valor de p<0,001 para ambos, TABELA 31) e Cmax aumentaram
com a combinagdo [418]. Quando nilotinibe foi associado a rifampicina esses
parametros diminuiram (AUCo-t e AUCo-», p<0,001, TABELA 31) [420].

O CI/F (L/h) aumentou quando o ponatinibe foi associado a rifampicina e
diminuiu quando combinado com o cetoconazol. Em pacientes com les&o
hepatica, o grau de complexidade da doenga mostrou-se diretamente
relacionado ao aumento de CI/F. O volume de distribuicdo aparente médio (Vd/F)
foi relatado entre 31,4 a 35,4 L em doses unicas, enquanto este valor foi
aumentado em pacientes com doencga hepatica. A quantidade de lipidios nas
refeicdes ndo afetou a farmacocinética do ponatinibe em individuos saudaveis.
Em pacientes com LMC, a depuracao foi semelhante a de voluntarios saudaveis
(TABELA 30).

A meia-vida da ponatinibe variou de 24,2 a 36,4 h em individuos
saudaveis, porém aumentou quando avaliada em pacientes com danos
hepaticos (43,4-47,0 h) e diminuiu quando administrada simultaneamente com
rifampicina (19,6 h). Embora o cetoconazol tenha reduzido o nivel do clearance,
a meia-vida mostrou-se similar ao ponatinibe isolado. O estudo em pacientes
com LMC nao relatou t1/2, uma vez que a concentracio estava disponivel apenas
até 24 horas, mas um dado interessante que os autores mostraram em pacientes
com LMC foram as concentragbes minimas apos 28 dias de dose diaria. A Cmin
no estado de equilibrio foi de 25,6+21,1, 25,8+73,2 e 39,1t51,8, a 15, 30 e 45

mg.dia-!, respectivamente.
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TABELA 30. PARAMETROS FARMACOCINETICOS DE PONATINIBE

. . . AUC.¢ AUC,.int Cmax Tmax
Referéncia Medicamento Paciente (ng.h/mL) (ng.hImL) R areas (ng.mL") (h) ti2 (h) CI/F (L/h) Vd/F (L)
Narasimhan, PONA 45 mg Saudavel 19 1242402 1441487 0,86 56,4+17;4 6 (5-8) 27+16,2 35,1130 1367,5
2015[420]  PONA 45 mg + rifampicina 600 mg 19 507,6+170 540+182 0,93 32,348,5 6 (5-6) 19,6+19,6  93,8£350 26529
Saudavel 8  1071x4056 121424288 0,88 447178 5 (5-6) 36,483 28,3121 14335206
Narasimhan, PONA 30 m Child-PughA 6  1473%602,6  1541+621,6 0,96 46,1+14,6 6 (5-6) 434279 24,5+16,3 14124625,2
2014 [419] 9 Child-PughB 6  937,6¢330,3  1071+321 0,88 27,8+13 5 (2-8) 47+10,3  30,1%8,5  2022+662,6
Child-PughC 4  816,8+297,2  947,2+3122 0,86 29,3%15,3 3(1-5) 441459 34,8413 2160+651,1
PONA 45 mg 22 1203%323 1273+360 0,95 54,7£14,3 6 (5-8) 24,2136 354 1242373
Narasimhan, — PONA 45 mg + refeigao rica em . 22 1315361 1392405 0,94 51,5£13,5 6 (4-12) 23,5+3,8 32,3 11044318
2013 (a) gordura Saudavel
[417] PONA 45m9g0;§59r'§a° pobre em 22 11754337 1244+369 0,94 5164140 5 (5-8) 233435 36,2 1278+481
Narasimhan, PONA 45 mg 22 4135:148,0 472241794 0,87 16,1%5,7 6 (2-8) 353t4,4 318145 1604x818
2([’1138(]") PONA 45 mg + cetoconazol 400 mg ~ Saudavel 22 700,7+241,0 785312749 0,89 23,6472 6 (5-8) 37,4454 19165  1001+335
o0, 2017 PONA 15 mg 3 3162122 NR NR 22,816,9 4 (4-6,2) NR NR NR
°‘[°4'21(]’ PONA 30 mg LMC 6 477+148 NR NR 30,4+8,8  6,8(3,9-8,1) NR NR NR
PONA 45 mg 6 13334439 NR NR 86,4+23,8 5 (4-6) NR NR NR
Nota: NR, nao reportado; PONA, ponatinibe; FONTE: O autor (2020)
TABELA 31. META-ANALISE DE AUCo+t E AUC.0-- PARA PONATINIBE
Variavel n AUC Erro padrao IC 95% Valor de p 12 N AUC,. Erro padrao IC 95% Valor de p 12
Pacientes
Saudavel e sem interacdo 5  1230,708 35,341 1161,441-1299,975 - 0,000 5 1330,412 40,136 1251,746-1409,077 - 0,000
LMC 3 979,178 199,693 587,787-1370,568 0,215 79,338 - - - - - -
Comprometimento hepatico 4  1531,059 165,389 1206,903-1855,215 0,076 47133 3 2355,900 175,798 2011,343-2700,457 0,015 33,319
Coadministragdo com outros farmacos
Com cetoconazol 1 2102,100 154,179 1799,931-2404,269 <0,001 0,000 1 2355900 175,798 2011,343-2700,457  <0,001 0,000
Com rifampicina 1 507,600 39,128 430,911-584,289 <0,001 0,000 1 540,300 41,772 458,428-622,172 <0,001 0,000

Nota: LMC, leucemia mieloide cronica; IC, intervalo de confianga; n, nimero de estudos; em azul os valores de p significativo; I?,
heterogeneidade; FONTE: O autor (2020)
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17.5.2. Simulacio de Monte-Carlo para ponatinibe

Apenas quatro estudos [417-420] foram agrupados para obter os
parametros de individuos saudaveis, em jejum sem outros tratamentos. O estudo
de Narasimhan (2014) [419] incluiu trés grupos de pacientes com insuficiéncia
hepatica. A TABELA 32 apresenta os parametros ponderados de ponatinibe e a
FIGURA 18 mostra seu uso para obter a PTA considerando uma concentracao

minima no estado estacionario de 23 ng.mL"".

TABELA 32. PARAMETROS FARMACOCINETICOS DE PONATINIBE

Referéncia Pacientes n :;S SD (?_I/hF) SD Vd/F(L) SD
Narasimhan, 2015 [420]
Narasimhan, 2014 [419] Saudavel 71 29,76 9,36 33,40 13,22 142454 620,49

Narasimhan, 2013 (a) [417]
Narasimhan, 2013 (b) [418]

Narasimhan, 2014 [419] Com dano hepatico 16 44,93 8,53 29,18 13,00 1827,75 645,78
Narasimhan, 2013 (b) [418] Com cetoconazol 22 37,4 550 19,10 6,47 1001,00 335,34
Narasimhan, 2015 [420] Com rifampicina 19 19,6 19,6 93,80 34,99 2652,93 -
Narasimhan, 2013 (a) [417] Saudavel e alimentado 44 23,40 3,63 34,25 12,60 1191,00 62,87

FONTE: O autor (2020)
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FIGURA 18. A PROBABILIDADE DE ALCANCE DA META FOI CALCULADA
COM BASE EM UMA CONCENTRAGAO MINIMA DE 23 NG.ML"’

Nota: 1, saudavel mais cetoconazol, 2, insuficiéncia hepatica; 3, saudavel e nenhum
outro tratamento; 4, saudavel e alimentado; 5, saudavel mais rifampicina
FONTE: O autor (2020)
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A dose inicial usual para o ponatinibe é de 45 mg, cuja eficacia foi
demonstrada pelo estudo principal de fase Il PACE [431] e foi confirmada por
outros estudos [432, 433]. No entanto, devido a preocupagdes de risco
aumentado de eventos adversos cardiovasculares, mais atencdo tem sido
direcionada ao uso de doses mais baixas, como 15 e 30 mg [434]. Além disso,
com base na concentragdo minima efetiva de ponatinibe (23 ng.mL') Abumiya
(2018) [380] propbs o uso de TDM para apoiar a farmacoterapia, visando a iniciar
com uma dose mais baixa (15 mg) e aumentando para 30 mg, ou mesmo 45 mg,
somente se os niveis minimos estivessem abaixo de 23 ng.mL'. Porém a
limitacdo dessa estratégia é a obtencdo da Cmin do paciente atual. Portanto,
embora nem todas as situagdes possiveis pudessem ser avaliadas, todas as trés
doses proposta foram testadas em nossos individuos simulados (FIGURA 18).
Individuos saudaveis com monoterapia de ponatinibe alcangaram cerca de 65%
com 30 mg e quase 90% com 45 mg, sem diferenga se alimentados ou néo.
Como visto anteriormente para outros ITK, a rifampicina aumenta muito a dose
necessaria para atingir os niveis minimos em uma porgao significativa dos
individuos. Por outro lado, o cetoconazol o reduz e, na presenca de cetoconazol,
15 mg é capaz de atingir a mesma proporgao de individuos (cerca de 65%) que
a dose de 30 mg em individuos saudaveis usando ponatinibe sozinho.

Além disso, o comprometimento hepatico aumentou a probabilidade de
atingir a meta em comparagdo com individuos saudaveis usando apenas o
ponatinibe, mas nao tanto quanto o cetoconazol. Com base nesta simulagao, 45
mg € a unica dose capaz de atingir os niveis minimos alvo, perto de 90%, a

menos que haja insuficiéncia hepatica ou combinagdo com cetoconazol.

18. DISCUSSAO

Pacientes diagnosticados com cancer tendem a ser polimedicados, tanto
por receberem tratamento de suporte ou por necessitarem de tratamento para
os eventos adversos relacionado ao tratamento antineoplasico. Assim, estes
pacientes sao suscetiveis a terem interagdes medicamentosas, que é definido
como alguma alteracao na resposta farmacolégica ou clinica de um paciente ao

medicamento devido a coadministracdo com outro medicamento. Esta interacao
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pode ser resultante da alteragdo em uma das seguintes etapas farmacocinéticas:
absorgao, distribuicdo, metabolismo e eliminagao [435].

Os ITK sao farmacos lipofilicos que tendem a ser majoritariamente
eliminados a nivel hepatico e que passam pelo efeito de primeira passagem,
sendo metabolizados principalmente através da subfamilia das isoenzimas
CYP3A. Desta forma, somente uma fragdo da dose administrada atinge a
circulagao sanguinea, ou seja, a biodisponibilidade do farmaco administrado &
inversamente proporcional a atividade do CYP3A [435-437].

Dentre as enzimas envolvidas no metabolismo dos ITKs, destaca-se a
enzima CYP3A4, que pode apresentar alteracdo na sua atividade, e
consequentemente na biodisponibilidade do ITK devido a administragcao
concomitante com farmacos indutores ou inibidores enzimaticos [436]. Nos
estudos incluidos na presente revisao sistematica foi avaliada a coadministragao
dos ITKs com os seguintes indutores enzimaticos: cetoconazol (forte),
midazolam (forte), aprepitanto (moderado) e suco de toranja (moderado) [438-
440].

A coadministracdo com cetoconazol leva a um aumento significativo do
AUCo+t e AUCo-~ dos ITKs, sendo assim recomendado o ajuste de dose para
todos os ITKs avaliados (bosutinibe PTA em 80% com 100 mg, imatinibe: PTA
em 83% com 600 mg, nilotinibe: PTA em 90% com 200 mg; ponatinibe: PTA em
65% com 15 mg). Ja a coadministracdo com os inibidores aprepitanto, suco de
toranja e midazolam foram reportadas somente para o bosutinibe e nilotinibe,
respectivamente. O aprepitanto apresentou interacdo significativa com o
bosutinibe, sendo recomendado um ajuste de dose para 300 mg para alcangar
PTA em 70% dos pacientes. Enquanto o suco de toranja e o midazolam, apesar
de ambos nao terem apresentado resultados significativos na meta-analise,
através da simulagao de Monte-Carlo, evidenciou-se uma necessidade de ajuste
de dose para o nilotinibe (PTA em 5% com 400 mg).

Ainda, metoprolol € um inibidor enzimatico de CYP2D6, sendo que tanto
o imatinibe, quanto o ponatinibe sdo metabolizados minoritariamente por esta
enzima. Por isso, houve um aumento significativo de AUCo-t quando metoprolol
foi combinado com imatinibe [404].

Com relagao aos indutores enzimaticos, erva de Sdo Joao e rifampicina,

houve uma redugdo nas concentragbes plasmaticos dos ITKs (Cmax € AUC
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reduzido), sendo recomendado um aumento da dose administrada para garantir
a efetividade dos farmacos para LMC.

Adicionalmente, como a eliminagao dos farmacos é principalmente pelo
metabolismo hepatico e excregao biliar, e os ITKs apresentam uma alta ligagcao
proteica, pacientes com insuficiéncia hepatica tendem a apresentar maiores
niveis séricos destes medicamentos. Portanto, recomenda-se em casos de
disfungdo moderada ou grave (Child-Pugh B ou C) que os ITKs sejam iniciados
em doses menores e que seja realizado o monitoramento terapéutico [437].

Outro aspecto que pode comprometer a concentracao plasmatica livre dos
ITKs € o pH gastrico. Farmacos que tendem a aumentar o pH gastrico como
antiacidos, inibidores da bomba de prétons (esomeprazol, lanzoprazol e
omeprazol) e antagonistas H2 (famotidina) podem prejudicar a lipossolubilidade
destes farmacos. Portanto, é recomendado que o antiacido seja administrado
pelo menos 4 horas antes ou 2 horas apos a ingestdo do medicamento. Os
inibidores de bomba de protons e anti-H2 devem ser evitados [437, 439, 441].

Uma vez que muitos ITKs sdo altamente lipofilicos e exibem solubilidade
dependente do pH, o impacto do consumo de alimentos na absorgédo é complexo
e dependente de uma série de variaveis, como volume e tempo da refeigcao,
conteudo caldrico, liquido, lipidios e carboidratos. Consistente com essa
complexidade, existem relatos sobre o impacto do consumo de alimentos na
absorcao de ITK. Contudo, apesar de nos estudos incluidos n&o haver diferenca
entre resultados de paciente alimentado e ndo alimentado, é importante
reconhecer a complexidade de caracterizar essas varidveis mesmo em
condicdes controladas [437, 439, 441].

Como a concentragao plasmatica adequada pode afetar a eficacia e

seguranga do medicamento e muitos pacientes ndo conseguem alcangar uma
exposicao adequada, recomenda-se a realizagdo do TDM, que permite corrigir e
monitorar a exposicao sistémica de um paciente [404]
Diante dos resultados obtidos, conclui-se que em alguns casos € necessario o
ajuste de dose para garantir a exposigao ideal ao medicamento e, portanto, a
eficacia e seguranca do medicamento em cada paciente. Ou ainda, algumas
combinagdes podem ser contraindicadas [436, 439].
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Nosso estudo ndo é isento de certas limitagbes. Destacam-se como
limitagbes o numero limitado de estudos para alguns medicamentos e a

heterogeneidade entre os desenhos de estudo e as populagdes incluidas.

19. CONCLUSAO

O presente estudo evidenciou a existéncia de possiveis interagdes entre
ITK e outros farmacos ou alimentos e avaliou os casos em que ha necessidade
do ajuste, monitoramento terapéutico ou contraindicagdo para o uso
concomitante.

Destaca-se que as combinagdes dos ITKs com os inibidores enzimaticos
(cetoconazol, midazolam, aprepitanto, metoprolol e suco de toranja), inibidores
de bomba de protons (esomeprazol, lanzoprazol, omeprazol), antiacidos,
antagonistas H2 (famotidina) e os indutores enzimaticos, erva de Sao Joao e
rifampicina, devem ser consideradas com cautela, sendo recomendado em
alguns casos a redugao ou o aumento da dose.. O monitoramento terapéutico
de paciente em uso de ITK e com insuficiéncia hepatica € essencial para

manutencgao da eficacia e seguranga do tratamento
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CAPITULO 4.
DESENVOLVIMENTO E
VALIDACAO DO METODO
BIOANALITICO



20. INTRODUGAO

O monitoramento terapéutico tornou-se uma ferramenta fundamental para
o0 manejo de pacientes com LMC. Este possibilita correlacionar a dose
administrada com a concentragcdo plasmatica do medicamento, baseando-se
tanto nos principios farmacocinéticos e farmacodinamicos, quanto na otimizagéo

do tratamento e na individualizagao posoldgica [442].

A mensuracao das concentragdes plasmaticas dos ITKs pode ser util para
avaliar a adesao do paciente a terapia oral diaria, para avaliar potenciais
interacbes medicamentosas, eficacia do tratamento e eventos adversos graves
relacionados ao medicamento. Ainda, € importante destacar, que concentracoes
subterapéuticas e tratamento sequencial com multiplos ITKs podem promover a
selecao de mutagdes no dominio da quinase BCR-ABL em pacientes com LMC
[441].

Considerando a importancia do monitoramento terapéutico, varios
métodos bioanaliticos sao descritos na literatura para a quantificacdo desses
farmacos antileucémicos em matrizes bioldgicas, utilizando principalmente a
técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas sequencial [443-452]. Com o avango tecnoldgico, novas técnicas
analiticas se destacam. Dentre elas, temos a cromatografia liquida de ultra
eficiéncia acoplado a um espectrometro de massas de alta resolugao (UPLC-
HRMS), como o quadrupolo-tempo de voo (QTOF). Esta técnica permite associar
as vantagens do UPLC, como o aumento na resolucéo e na detectabilidade, e a
reducao do tempo das analises com as vantagens do espectrometro de massas
de alta resolugao, que fornece informagdes sobre a estrutura molecular com a
precisdo e exatidao necessaria aos métodos bioanaliticos.

Além disso, abordagens quimiomeétricas podem complementar as praticas
cromatograficas, visto que um grande numero de variaveis pode ser controlado
simultaneamente para alcancgar resultados adequados por meio de ensaios
experimentais limitado [453].

Considerando a importancia de métodos bioanaliticos para monitorar os
ITKs em plasma humano, a vantagem da UPLC-HRMS e a utilidade das

abordagens quimiométricas, o presente trabalho teve como objetivo desenvolver
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e validar um método através de Analytical Quality-by-Design utilizando a técnica
UPLC-HRMS para quantificar simultaneamente bosutinibe, dasatinibe, imatinibe,

nilotinibe, ponatinibe e radotinibe em plasma humano.
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21. OBJETIVO

21.1. Objetivo geral

Desenvolver e validar um método bioanalitico através de Analytical
Quality-by-Design utilizando a técnica UPLC-HRMS para a quantificacdo
simultanea de bosutinibe, dasatinibe, imatinibe, nilotinibe, ponatinibe e radotinibe

em plasma humano.

21.2. Objetivos especificos

e Otimizar os parametros espectrométricos;

e Selecionar os parametros cromatograficos através da técnica de Quality-
by-Design;

e Realizar um planejamento experimental de misturas do tipo Centroide-
Simplex para otimizar o método de extragcado dos analitos;

e Validar o método bioanalitico desenvolvido de acordo com as normas
vigentes pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria e pela Food and

Drug Administration.
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22. MATERIAL E METODOS

22.1. Padroes analiticos

Os padrdes analiticos de bosutinibe, dasatinibe, mesilato de imatinibe,
nilotinibe foram obtidos da Sigma-Aldrich (Missouri, EUA), todos com pureza
superior a 98%. Ja os padrdes de ponatinibe, radotinibe e oclacitinibe foram
obtidos pela Apexbio (Hsinchu, Taiwan), todos com pureza superior a 99%.

O oclacitinibe foi selecionado como padrao interno (Pl) por este ser um
ITK que néo é usado para o tratamento em humanos. As estruturas quimicas e

algumas informacdes dos analitos sdo apresentados na TABELA 33.
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TABELA 33. ESTRUTURA QUIMICA E CARACTERISTICAS GERAIS DOS ANALITOS E PADRAO INTERNO

Farmaco Férmula molecular Estrutura [M] /[M+H]* Log P pKa
.. ‘OJ;INH [M]: 529,1647 Fort ac: 15.48
= 1 o 409 ,
Bosutinibe C26H29CI2N503 mo/\/\h‘/\ [M+H]+: 530,1725 Fort. Bas: 8.43
[; i e M]: 487,1557 Fort ac: 8.49
ini O [M]: 487, 2.77/3.82 ortac. o
Dasatinibe C22H26CIN702S N \N(T’\”( [M+H]": 488,1635 : : Fort. Bas: 7.22
\
() [M]: 493,2590 Fort ac:
N : , ortac: 12.45
ini N 3.47
Imatinibe C2oHaiN7O U, Y@’ [M+H]*: 494,2668 Fort. Bas: 8.27
XY
s [M]: 529,1838
Sy S = : Fort 4c: 12.38
I AT e : 4.51
Nilotinibe C2sH22F3N7O \ NC\-N( [M+H]+: 530,1916 Fort. Bas: 5.92
- W SN [M]: 532,2198 Fort ac: 11.36
| I . 3.94/4.97 ,
Ponatinibe C29H27F3NeO N VF?F/ N\N\‘ﬁ [M+H]+: 533,2276 Fort. Bas: 8.03
F N
L \ F [M]: 530,1790 Fort ac:12.22
Radotinibe C27H21F3NsO (L . & P . 3.77/4.53 .
Y T IM#H]*531,1868 Fort. Bas: 6.29
Oclacitinibe CisHosNSOS \ﬁ'\\s‘b«C»N/ [M]: 337,1572 17 Fort ac: 11.59
(PI) roriasio S [M+H]*: 338,1650 ' Fort. Bas: 6.74

SNETN

Nota: log P, coeficiente de particdo; FONTE: O autor (2020)
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22.2. Solventes e reagentes

Tanto para o desenvolvimento quanto para a validagdo do método foram
usados os seguintes solventes e sais: acetonitrila da marca J.T. Baker (New
Jersey, EUA), acido férmico e formiato de amdnio, ambos da Sigma Aldrich
(Missouri, USA) e metanol da J.T. Baker (New Jersey, EUA). Agua ultrapura foi
adquirida por meio de um sistema Milli-Q (Millipore, Milford, EUA).

22.3. Preparo da solugao estoque

Para o preparo dessa solugdo, todas as substancias foram pesadas em
balanga analitica. Em seguida essas foram dissolvidas em metanol, em ordem a
obter solugdes de 1 mg.mL"" dos analitos e padrao interno, e foram mantidas em
banho de ultrassom por 10 minutos. Todas as solu¢gdes foram armazenadas em
freezer a -40°C durante todo o processo analitico de desenvolvimento e

validagao do método.

22.4. Preparo da solucgao de trabalho

Para o preparo das amostras usadas no desenvolvimento e validagcdo do
método, foram elaboradas solugdes de trabalho nas concentragdes de 100
pug.mL', 10 yg.mL" e 1 pyg.mL™". Para isso foi realizada diluicdo seriada da
solugdo mae, diluindo em acetonitrila: agua, 70:30, v/v. A escolha do diluente foi

de acordo com a fase moével do método analitico.

22.5. Otimizagao dos parametros espectrométricos

Para o desenvolvimento deste método, foi utilizado o espectrémetro de
massas com analisador quadrupolo-tempo de voo, Xevo G2-S, Waters (Milford,
EUA) com fonte de ionizagao Electrospray (ESI). O nitrogénio de alta pureza
utilizado como gas do cone e de dessolvatagao foi produzido por um gerador de
nitrogénio da Peak Scientific Instruments (Chicago, EUA). O gas de colisdo
utilizado foi argdnio com pureza >99,998% da White Martins Praxair Inc.
(Curitiba, Brasil).
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De acordo com a intensidade dos analitos e do Pl foram otimizados os
seguintes parametros da fonte de ionizagao: voltagem do capilar e do cone,
source offset, temperatura da fonte de ionizagao e de dessolvatagao, fluxo do
gas do cone e do gas de dessolvatacéo.

Para garantir a exatiddo de massas, durante a corrida analitica, as massas
adquiridas foram corrigidas por meio do Lockspray, composto por leucina
encefalina na concentragdo de 1 ng.mL-'e com fluxo de 10 yL.min",

Durante todo o desenvolvimento do método foi realizado diariamente a
checagem da calibrag&o, utilizando como calibrante formiato de sédio 0,05
mmol.L-! produzido a partir de hidroxido de sodio (Merck, Darmstadt, Alemanha)
e acido férmico (Merck, Darmstadt, Alemanha).

Os dados obtidos foram processados por meio dos softwares MassLynx
V 4.1 e Quanlynx da Waters Corporation (Milford, EUA), sendo adquiridos os

dados no modo centroide e sensitivity.

22.6. Analytical Quality by design (AQbD)

Considerando que ao desenvolver o método bioanalitico por tentativa e
erro ha uma compreenséao limitada das capacidades e robustez do método, o
nosso método foi elaborado com o auxilio da ferramenta Analytical Quality-by-
Design. Para isso, utilizamos como base a diretriz da ICH (International Council
for Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human
Use) [454].

22.6.1. Definindo o ATP e CQA

Para o desenvolvimento de método com base no Analytical Quality by
Design (AQbD), inicialmente foi definido o Perfil Analitico Alvo (ATP, do inglés
Analytical Target Profile). Este identifica quais os parametros que sé&o

necessarios para alcancgar a qualidade desejada do produto, i.e., que seja capaz
de quantificar os ITKs com confiabilidade, sem a interferéncia de matriz e com
auséncia de supressao de sinal. Na TABELA 34 sao apresentados os elementos

ATP para a obtencdo de método eficiente para quantificagdo dos ITKs.
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TABELA 34. ATP PARA METODO UPLC-HRMS DE ITKS

Elemento ATP Alvo Justificativa
O desenvolvimento de método bioanalitico para
Plasma ITK é essencial para o monitoramento
Amostra o o
humano terapéutico e estudos farmacocinéticos destes

medicamentos

A selecao de uma fase estacionaria hidrofébica
na cromatografia de fase reversa tem a
vantagem de uma boa retengdo para a maioria
das moléculas
Instrumento UPLC-HRMS Baseado na alta resolugcéo da técnica analitica

Realizada para diminuir o numero de

Tipo de método  Fase reversa

Caracteristica Técnica de . p
da amostra extracio interferentes e tornar a amostra compativel ao
¢ instrumento analitico
Preparacéo do Tornar e .
ppadrégo e compativel a0 Justificado pela complexidade da amostra
; lasma
amostras sistema (p )

FONTE: O autor (2020)

Para alcangar o ATP desejado, varios atributos criticos de qualidade —
(CQA, do inglés Critical Quality Atribute) foram identificados. Como a area do
pico dos analitos (indicador de concentragéo do analito), tempo de retengéo do
primeiro e ultimo analito da corrida (indicador da capacidade de separagao do
composto), formato do pico/ largura (indicador da eficiéncia do método). Os CQA
sao propriedades ou caracteristicas que tem impacto direto no ATP e que devem
estar dentro de um intervalo ou distribuicdo adequados para garantir a qualidade

desejada para o produto.

22.6.2. Analise de risco

Foram realizados estudos de avaliacdo de risco para identificar os
parametros criticos do método (CMP, do inglés, Critical method parameters), que
possuem alto risco em funcdo de sua criticidade e influéncia para afetar os
CQAs. Para isso, foi construido o diagrama de Ishikawa e foi realizado um estudo
de priorizagao para selecionar os parametros de método criticos com alto risco
através da construgdo de matriz de estimativa de risco, atribuindo niveis de risco

baixo, médio e alto.
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22.7. Desenvolvimento cromatografico através de AQbD

O desenvolvimento cromatografico foi conduzido em cinco etapas
utilizando um cromatografo a liquido de ultra eficiéncia Acquity H-Class da
Waters Corporation (Milford, EUA), acoplado ao espectrdmetro de massas. As
etapas consistiram em selegdo das variaveis categoricas (1), otimizagdo do
preparo de amostra (2), verificacdo dos efeitos das variaveis continuas (3),
geracdo da superficie de resposta (4) e verificagdo da concordancia dos

resultados (5), com o auxilio do software Design Expert 11.

22.7.1. Selecao das variaveis cateqgoricas

Foram testados diferentes gradientes exploratérios (de aquoso para
organico e vice-versa) para os analitos. Para isso foi preparada uma mistura dos
analitos e padréo interno, todos na concentragdo de 100 ng.mL-'. A partir disso,

foi definido o seguinte método para a etapa de selecao das variaveis categoricas:

e Fase movel: A (aquoso) e B (organico), eluida em modo gradiente,
conforme segue: t0,0-3,0: 5-90% B; t3,0-3.1: 90-5% B; t3,1-6: 5% B;

e Fluxo da fase moével: 300 pyL.min-"

e Temperatura de forno: 30°C;

e Volume de inje¢do 5 L.

Para a selecédo das variaveis categéricas do método cromatografico foi
aplicado o desenho experimental de fatorial completo para fase estacionaria,
solvente orgénico e aditivo da fase movel, totalizando 18 experimentos. Foram
testadas trés colunas com diferentes polaridades (Acquity UPLC BEH Shield
RP18 (100x2,1 mm, 1,7 uym), Acquity UPLC HSS Cyano (100x2,1 mm, 1,8 um)
e Acquity UPLC BEH C8 (100x2,1 mm, 1,7 um), dois solventes organicos da fase
movel (agua: acetonitrila e agua: metanol) e diferentes aditivos (0,1% de acido
férmico, 0,1% de acido férmico + 3 mM de formiato de amoénio, e 3 mM de
formiato de amoénio). A escolha das variaveis categéricas foi estabelecida de
acordo com o tempo de retengédo do ultimo analito, o fator de retencao (K’), a
largura do pico e a area de cada analito (bosutinibe, dasatinibe, imatinibe,

nilotinibe, ponatinibe e radotinibe).
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22.7.2 Otimizacdo do preparo de amostra utilizando o planejamento

experimental de mistura centroide simplex

22.7.2.1. Triagem inicial

Para esta etapa foram preparadas uma solucao de trabalho com todos os
analitos na concentragdo de 1.000 ng.mL-, assim como uma solug&o do padrao
interno na mesma concentragao. Os analitos e Pl foram diluidos em plasma para
alcangar uma concentragéo final de 100 ng.mL-".

As técnicas de precipitacao e extragdo liquido-liquido foram testadas.
Com isso, aliquotas de 200 pyL de plasma branco foram fortificadas com 20 uL
da solugéo de trabalho e 20 pyL do PI. As amostras foram homogeneizadas em
vortex por 1 minuto e em seguida foram adicionados 760 uL dos agentes
precipitantes ou extratores. Foram testados os seguintes agentes precipitantes:
acetonitrila, acetonitrila contendo 1,0% de acido férmico, metanol e metanol com
1,0% acido formico. Para a técnica liquido-liquido foram testados os solventes
extratores terc-butil-metil-éter (TBME), acetato de etila e dietil-éter. Em seguida
as amostras foram novamente agitadas por 3 minutos e foram submetidas a
centrifugacéo por 10 minutos, a 14.000 rotagdes por minuto (rpm) a 4°C. Apos,
600 pL de cada sobrenadante foi coletado. Por fim, algumas amostras de
precipitagdo de proteinas foram diretamente injetadas no UPLC-HRMS,
enquanto outras amostras da precipitagao de proteinas e do liquido-liquido foram
submetidas a secagem em centrivap a 50°C, até a secura total. Essas amostras
foram em seguidas ressuspendidas com metanol:acetonitrila, 50:50, v/v.

Para cada solvente foi feito triplicata de amostra, visando selecionar o

solvente de acordo com a recuperagdo e a precisdo, sendo considerado

satisfatorio desvio padrédo relativo (DPR) inferior a 15%.

22.7.2.2. Planejamento da mistura

Para avaliar como diferentes solventes e suas misturas influenciam na
variacdo da extragdo dos analitos foi feito um planejamento experimental de
mistura centroide simplex. Este permite identificar quais as proporgdes de cada
solvente sdo necessarias para obter uma melhor resposta. Considerando que a

melhor técnica de extragao foi liquido-liquido, foram incluidos no planejamento
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0s seguintes solventes: acetato de etila, dietil éter e TBME. Para uma mistura de
trés componentes (q=3), de acordo com o planejamento em centroide simplex

ampliada, ha um total de doze experimentos, como demonstrado na TABELA 35.

TABELA 35. PLANEJAMENTO CENTROIDE SIMPLEX AMPLIADA

Testes Modelo A B C
1 A 1,00 - -
2 B - 1,00 -
3 C - - 1,00
4 AB 0,50 0,50 -
5 AC 0,50 - 0,50
6 BC - 0,50 0,50
7a ABC 0,33 0,33 0,33
7b ABC 0,33 0,33 0,33
7c ABC 0,33 0,33 0,33
8 A’BC 0,67 0,17 0,17
9 AB2C 0,17 0,67 0,17
10 ABC? 0,17 0,17 0,67

Nota: Em azul, ponto central em triplicata; FONTE: O autor (2020)

Para essa analise as respostas de interesse (CQA) foram as areas dos
picos obtidas para cada analito e PI, havendo sete respostas avaliadas (area do
bosutinibe, dasatinibe, imatinibe, nilotinibe, ponatinibe, radotinibe e oclacitinibe).

A escolha da mistura que proporciona uma melhor extracao foi feita
através da construcdo das superficies de resposta. Sendo realizado analise de
variancia (ANOVA), para avaliar a significancia do ajuste de modelo, assim como
a falta de ajuste, para verificar a adequabilidade da superficie de resposta da
mistura. Com base nos resultados adquiridos para cada teste, foram calculados

os coeficientes para as variaveis estudadas, utilizando um IC de 95%.

22.7.3. Variaveis continuas

22.7.3.1 Triagem das variaveis continuas através do fatorial fracionado
Apos definir as variaveis categoricas e a melhor técnica de extracao, foram
avaliadas as variaveis continuas. Para isso, foi usado branco plasma normal

fortificado com os analitos na concentragédo de 100 ng.mL"".
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O desenho experimental fatorial fracionado de dois niveis (24) foi aplicado.
O conjunto de experimentos foi construido variando os parametros em niveis
negativo (-1), central (0) e positivo (+1). As variaveis continuas testadas neste
experimento foram: temperatura do forno da coluna (25°C, 35°C e 45°C), vazao
de fluxo (0,2 mL.min"', 0,3 mL.min"' e 0,4 mL.min"), proporgao de acido férmico
(0,05%, 0,10% e 0,15%) e proporgéo de formiato de aménio (1 mM, 3 mMe 5
mM). Na TABELA 36 é apresentado como foram conduzidos os testes para a

selecao das variaveis continuas do método.

TABELA 36. FATORIAL FRACIONADO PARA AS VARIAVEIS CONTINUAS

Testes Temperatura Fluxo Acido férmico Formiato de

(°C) (mL.min"") (%) amoénio (mM)
1 25 (-1) 0.2 (-1) 0.15 (1) 5(1)
2 45 (1) 0.2 (-1) 0.05 (-1) 5(1)
3a 35 (0) 0.3 (0) 0.1 (0) 3(0)
3b 35 (0) 0.3 (0) 0.1 (0) 3(0)
3c 35 (0) 0.3 (0) 0.1 (0) 3(0)
4 45 (1) 0.4 (1) 0.05 (-1) 1(-1)
5 45 (1) 0.2 (-1) 0.15 (1) 1(-1)
6 25 (-1) 0.4 (1) 0.15(1) 1(-1)
7 25 (-1) 0.4 (1) 0.05 (-1) 5(1)
8 25 (-1) 0.2 (-1) 0.05 (-1) 1(-1)
9 45 (1) 0.4 (1) 0.15(1) 501)

Nota: Em azul, ponto central em triplicata; FONTE: O autor (2020)

As variaveis foram selecionadas de acordo com suas significancias nos
graficos de Pareto, considerando as areas dos analitos (que pode ser
influenciada pelos aditivos) e o perfil cromatografico (mais especificamente a
largura do pico) como CQAs. As variaveis significativas foram incluidas no

modelo para superficie de resposta.

22.7.3.2. Planejamento experimental — Box-Behnken (superficie de resposta).

Apés avaliar quais variaveis sdo importantes para o desempenho do
método através do fatorial fracionado, foi feito o planejamento experimental por
Box Behnken. Este planejamento possibilita a construgdo de um modelo

polinomial visando caracterizar ou otimizar um processo com um numero limitado
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de experimentos. O numero de experimentos necessarios € definido através da

seguinte equacao:

n=2K (K-1) + Co

onde n corresponde ao numero de experimentos, K € o numero de variaveis, e
Co é o numero de pontos centrais. Considerando que todas as variaveis (n=4)
apresentaram resultados significativos para os analitos e que foi realizado a
repeticdo do ponto central para avaliar a variabilidade experimental, foram
conduzidos 27 experimentos, conforme demonstrado na TABELA 37. As areas/

formato dos picos dos analitos foram as variaveis de desfecho monitoradas.

TABELA 37. PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL BOX BEHNKEN

Corrida Temperatura Fluxo Acido formico Formiato de
(°C) (mL.min") (%) amonio (mM)
1 35 0,4 0,15 3
2 25 0,3 0,15 3
3 35 0,2 0,1 1
4 45 0,2 0,1 3
5 35 0,3 0,1 3
6 35 0,3 0,15 5
7 35 0,4 0,1 5
8 45 0,4 0,1 3
9 35 04 0,1 1
10 25 04 0,1 3
11 35 0,3 0,05 5
12 25 0,3 0,05 3
13 45 0,3 0,15 3
14 35 0,3 0,15 1
15 35 0,2 0,1 5
16 35 0,3 0,1 3
17 45 0,3 0,1 1
18 45 0,3 0,05 3
19 35 0,2 0,05 3
20 35 0,3 0,1 3
21 25 0,3 0,1 1
22 45 0,3 0,1 5
23 35 0,4 0,05 3
24 25 0,3 0,1 5
25 35 0,3 0,05 1
26 25 0,2 0,1 3
27 35 0,2 0,15 3

Nota: Em azul, ponto central em triplicata; FONTE: O autor (2020)
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Apos estabelecer quais sdo as melhores condigbes para o método
analitico foi realizada a confirmacado dos resultados através da analise de

amostras em quadruplicata na condigao otimizada.

22.8. Preparagao das amostras para validagao do método

Para validar e monitorar o desempenho do método bioanalitico foram
preparadas as seguintes amostras: amostra de plasma fortificada antes da
extracao (FA), amostra de plasma fortificada apds a extracéo (FD) e amostras

de controle de qualidade (CQ)

22.8.1. Amostras fortificadas antes da extracao

Para a preparacao dessas amostras, aliquotas de 200 pL de plasma
branco contidas em eppendorf de 2 mL foram fortificadas com 40 uL da mistura
dos analitos e PI. Estes tubos foram agitados em vértex por um minuto e entéo
foi adicionado 760 uL do solvente extrator (acetato de etila: dietil éter, 58: 42,
v/v). Em seguida, essas amostras foram agitadas por 3 minutos em vortex e
foram centrifugadas por 10 minutos a 14.000 rpm, a 4°C. Com isso, 600 yL do
sobrenadante foram transferidos para um novo tubo plastico e foram submetidos
a um concentrador de amostras para evaporacgao (CentriVap Labconco, Kansas
City, EUA) a 50°C, até a secagem total. O residuo remanescente foi
ressuspendido com 100 yL de acetonitrila:agua (50:50, v/v) mediante agitacao

em vortex por 5 minutos.

22.8.2. Amostras fortificadas depois da extracdo

Para a preparacdo dessas amostras, foi adicionado 40 uL de diluente
(acetonitrila:agua, 50:50, v/v) nas aliquotas de 200 uL de plasma branco. Estes
tubos foram agitados em vortex por um minuto e em seguida foi adicionado 760
ML do solvente extrator (acetato de etila: dietil éter, 58: 42, v/v). Entédo, essas
amostras foram agitadas por 3 minutos em vortex e foram centrifugadas por 10

minutos a 14.000 rpm, a 4°C. Assim, 600 pL do sobrenadante foram transferidos
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para um novo tubo plastico e foram submetidos a um concentrador de amostras
para evaporagao (CentriVap Labconco, Kansas City, EUA) a 50°C, até a
secagem total. O residuo remanescente foi ressuspendido com 100 uL de
mistura dos analitos e Pl, mediante agitagdo em vortex por 5 min. A concentragao
final dessas amostras era similar a concentragdo tedrica das amostras

fortificadas antes.

22.8.3. Amostras de controle de qualidade

Amostras de controle de qualidade (CQ) foram preparadas em cinco
niveis: CQ-LIQ (controle de qualidade limite inferior de quantificagéo) (5 ng.mL"
1), CQB (controle de qualidade baixo) (25 ng.mL""), CQM (controle de qualidade
médio) (100 ng.mL-"), CQA (controle de qualidade alto) (300 ng.mL") e CQD
(controle de qualidade de diluigdo) (1.000 ng.mL™").

A concentragao das amostras CQD foi estabelecida como 10 vezes maior
que o ponto intermediario da curva (CQM), de modo a obter concentragdo que
ultrapassasse o limite superior de quantificagdo (LSQ). Para o preparo da
amostra CQD, aliquotas de plasma branco (200 pL) foram fortificadas com 40 pL
da solugao de trabalho dos analitos e agitadas em voértex por um minuto. Entao,
foi feito a diluigdo 1:10 com plasma branco e as amostras foram novamente
agitadas por um minuto. Em seguida, essa amostra foi aliquotada (200 yL) em
eppendorf de 2 mL, as quais foram adicionados 40 uL somente com o padrao

interno, e entdo extraidas e processadas como descrito no topico 22.8.1.

22.9. Validagao do método bioanalitico

Apds o desenvolvimento do método bioanalitico, foi conduzida a validagao
conforme os critérios estabelecidos pela resolugao nacional RDC 27/ 2012 da
ANVISA [225] e pelo guia internacional de validagdo de método bioanalitico da
FDA de 2018 [226].
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22.9.1. Limite inferior de quantificacao

Para este ensaio, foram preparadas amostras fortificadas em
concentragdes decrescentes dos analitos (todas em triplicata). O limite inferior
de quantificagéo (LIQ) foi estabelecido com base na relagéo sinal/ruido superior
a 10/1 e na reprodutibilidade (DPR<20%) [225, 226].

22.9.2. Seletividade

Para avaliar a seletividade do método foram utilizadas seis amostras de
plasma branco (isentas de analitos) de diferentes fontes, sendo quatro plasmas
normais, uma hemolisada e uma lip€mica. Essas amostras foram comparadas
com uma matriz de plasma fortificada com analitos nas concentragdes
correspondentes aos LIQs e Pl (preparadas conforme o topico 22.8.1).

Com isso, foi realizada a sobreposicdo e comparagao da resposta dos
analitos no cromatograma branco e no cromatograma da amostra fortificada. O
método foi considerado seletivo se as respostas de picos interferentes na matriz
isenta de analitos eram inferiores a 20% da area obtida no LIQ dos analitos e 5%

da area do PI presente na amostra fortificada [225, 226].

22.9.3. Curva de calibracao

A curva de calibracao foi estabelecida através do método de padronizagao
interna, utilizando o oclacitinibe como Pl na concentragéo fixa de 200 ng.mL-".
As curvas foram construidas com sete niveis de concentragao, no intervalo de 5
a 400 ng.mL-', em triplicata, durante trés dias consecutivos. O intervalo da curva
de calibracao foi definido com base na aplicabilidade do método, utilizando dados
da literatura [444-452].

Em cada curva, foram analisadas também as amostras branco plasma
normal (BPN) e branco plasma zero (BPZ). A construgcdo das curvas foi feita
utilizando regressao linear. A curva foi considerada satisfatéria se no minimo
75% dos padrdes de calibracado atendessem as seguintes especificacdes: desvio
menor ou igual a 20% para a concentragdo nominal do LIQ e menor ou igual a
15% para os demais niveis da curva [225, 226].

Além disso, foi realizada a analise de variancia (ANOVA) para investigar
o ajuste do modelo de regressao das curvas de calibracdo dos analitos. O teste

158



t de Student foi usado para investigar a significancia dos coeficientes da equagéo
para todas as curvas de calibragdgo do analito. A normalidade e
homocedasticidade dos residuos da regressao foram avaliadas pelos testes de
Kolmogorov-Smirnov e Levene, respectivamente. Além disso, o teste de Durbin-

Watson foi utilizado para a analise de autocorrelagédo dos residuos de regressao.

22.9.4. Precisao e exatidao

Para a avaliagao destes parametros foram preparadas cinco réplicas das
amostras CQ-LIQ, CQB, CQM, CQA e CQD. A precisdo e a exatidao foram
conduzidas em trés dias consecutivos, com duas abordagens: intracorrida e
intercorrida. A precisdo e a exatiddo foram mensuradas pelo desvio padrao
relativo (DPR) e erro padréo relativo (EPR), respectivamente. Ambos os valores
devem ser inferiores a 15%, com excegado do CQ-LIQ, que deve ser inferior a
20% [225, 226]. Ainda, para a analise de preciséo interdia foi feito one-way
ANOVA.

22.9.5. Recuperacao

Para avaliar a quantidade dos analitos recuperada durante o processo de
preparacdo amostral, foi feito a comparacdo de amostras de matriz de plasma
fortificadas com os analitos e Pl antes da extragdo (FA) com amostra de matriz
fortificadas apds a extragao (FD) (que representam 100% de recuperagao). Para
cada tipo de amostra (FA e FD) foram preparadas trés concentragdes (CQB,

CQM e CQA) em cinco réplicas.

As amostras FA foram preparadas de acordo com o tépico 22.8.1

enquanto as amostras de FD de acordo com o tépico 22.8.2.

22.9.6. Efeito matriz

Para verificar a presenca do efeito matriz foram preparadas oito réplicas
de CQB e CQA tanto em solugdao quanto como amostra de plasma FD
(preparado conforme o tépico 22.8.2). As amostras de matriz foram obtidas de
oito fontes distintas, sendo quatro plasmas normais, dois hemolisados e dois

lipémicos.
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Para cada nivel de concentragdo foi calculado o fator de matriz
normalizado (FMN) por padrao interno, comparando-se as respostas do analito

e Pl nas amostras FD com as respostas em solugéo.

22.9.7. Carryover (efeito residual)

Para determinar se havia contaminacido de uma corrida e outra, foi
realizada a injecao de uma amostra branco de plasma seguida pela inje¢ao de
uma amostra de plasma fortificado na concentragao do LSQ. Apds, a amostra
branca foi novamente injetada mais duas vezes.

O efeito residual foi estabelecido pela comparagao dos picos interferentes
nas amostras reinjetadas, nos mesmos tempos de retengao dos analitos, com a
resposta dos analitos nas amostras de LIQ. Foi considerado satisfatério quando
os picos interferentes eram inferiores a 20% das respostas dos analitos e para o

Pl, quando eram inferiores a 5% da sua resposta.

22.9.8. Estabilidade

22.9.8.1. Estabilidade dos analitos em plasma

Para cada ensaio de estabilidade foram preparadas em triplicata amostras
nas concentragcbes correspondentes ao CQB e CQA. Foram conduzidos os
seguintes testes de estabilidade: estabilidade de curta duragao, estabilidade
apos ciclos de congelamento e descongelamento, estabilidade de longa duracéo

e estabilidade pos-processamento.

No teste de estabilidade de curta duragao, as amostras permaneceram na
bancada, por 6 horas, em temperatura ambiente. No teste de estabilidade apds
ciclos de congelamento e descongelamento, as amostras fortificadas foram
congeladas por 24 horas (-40 °C) e, entdo, descongeladas a temperatura
ambiente. Este ciclo foi repetido por trés vezes. No teste de estabilidade de longa
duracéao, as amostras fortificadas foram congeladas a -40 °C por 30 dias. Apds
todos esses processos, as amostras foram submetidas ao processo de extracao,

descrito no tépico 22.8.1, e entéo injetadas no sistema UPLC-HRMS.

Para a analise de estabilidade pds-processamento, amostras ja injetadas

no equipamento, permaneceram armazenadas no gerenciador de amostras
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(25°C) por 24 horas. Apos esse periodo, essas amostras foram reinjetadas no
sistema.

Os resultados dessas amostras foram comparados com os resultados de
amostras recém preparadas, sendo considerado estavel quando o DPR era

inferior a 15% ou se o valor de p no teste t de Student fosse maior que 0,05.

22.9.8.2. Estabilidade dos analitos em solugdo

Para este ensaio, foram preparadas solugbes de trabalho (100 ug.mL™")
de acordo com o tépico 22.4, respectivamente (preparado em triplicata).

As solugdes foram armazenadas tanto em freezer a -40 °C por 30 dias
quanto em bancada por 6 horas em temperatura ambiente. Em seguida as
amostras foram diluidas para obter os mesmos niveis de concentragdo do CQM
(100 ng.mL").

As amostras foram comparadas com solugdes recém-preparadas
(triplicata), e foram consideradas estaveis quando as respostas se apresentaram
inferior a 10% do valor nominal ou se o valor de p no teste t de Student fosse

maior que 0,05.

23. RESULTADOS

23.1. Otimizagao dos parametros espectrométricos

Inicialmente foi feito a otimizagdo dos parametros espectrométricos por
infusdo direta de solugcbes contendo os analitos, visando a obter a melhor
intensidade de sinal analitico para todos os analitos e PI.

O modo positivo de ionizagao foi escolhido uma vez que que estes analitos
apresentam grupos funcionais que facilmente aceitam um préton, H*. Foi feita a
otimizacdo dos parametros da fonte de ionizacdo, tendo sido definidas as
seguintes condigoes:

e Voltagem do capilar: +400 V;,
e Voltagem do cone: 40 V;

e Source offset: 80 V;

e Temperatura da fonte: 150°C;

e Temperatura de dessolvatagao: 400°C;
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e Gas do cone: 50 L/h;
e Gas de dessolvatagéo: 600L.h"
e Energia de colisdo em baixa energia: 4 V

e Energia de colisdo em alta energia: 20 a 40 V

23.2. Analyical Quality-by-Design

23.1.1. Analise de risco

A identificagcdo dos CMP faz parte do gerenciamento de risco. Na FIGURA
19 sado apresentados os riscos deste método através do diagrama de Ishikawa
para estruturar o plano de operacao de risco. Os estudos de avaliacdo de risco
sugeriram que parametros como composi¢ao de fase movel, vazdo de fluxo,
temperatura do forno de coluna e tipo de coluna foram considerados associados
a alto risco, enquanto volume de injegao e dimensao de coluna exibiram nivel de

risco médio.

Maquina
Méo de obra s
. : onicador
Meio Ambiente Gentrifuga
Analista Injetor de amastra
Erro de diluigdo UPLC-HRMS
Temperatura Erros de célculo Vazéio de fluxo Desenvolvimento
S Erro do Cencentrador de do método
Coluna Porcentagem de Fase estacionéria Cromatégréﬁco
recuperagao Selegéo do aditivo . rat
Formato do pico Concentragdo do aditivo bioanalitico
Sensibilidade Composicao da fase mével
. Area Tipo de eluigao
Material
Medida
Método

FIGURA 19. DIAGRAMA DE ESPINHA DE PEIXE DE ISHIKAWA QUE
DESCREVE A RELACAO ENTRE CAUSA E EFEITO NOS CQA POTENCIAIS
DO METODO BIOANALITICO DE ITKS
FONTE: O autor (2020)

23.2. Desenvolvimento cromatografico através de AQbD

23.2.1. Selecio das variaveis categoricas

Na TABELA 38 e FIGURA 20 sao apresentados os resultados obtidos

para cada experimento, sendo que o melhor resultado foi obtido com coluna
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ciano, com a mistura de fase movel agua:acetonitrila contendo 0,1% de acido

féormico e 3 mM de formiato de amoénio.

Acetonitrila:agua

Metanol:agua

FIGURA 20. CROMATOGRAMAS OBTIDOS PARA CADA CONDICAO

Nota: C18, Acquity UPLC BEH Shield RP18 (100x2,1 mm, 1,7 uym); Ciano,

c18
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Acquity UPLC HSS Cyano (100x2,1 mm, 1,8 um); C8, Acquity UPLC BEH C8

(100x2,1 mm, 1,7 ym); ACN, acetonitrila; MeOH, metanol; FA, formiato de

amoénio; AFO, acido férmico; FONTE: O autor (2020)
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TABELA 38. VARIAVEIS CATEGORICAS TESTADAS E RESULTADOS

Teste Coluna Fase moével Aditivo K’ ET:;::: Bosu Dasa Ima Nilo Pona Rado
1 Ciano Agua:ACN Acido férmico (0,1%) 3,19 4,08 24368 6835 22687 33951 88202 44196
2 Ciano Agua:ACN  Acido férmico (0,1%) FA (3mM) 3,52 4,46 48535 54091 47925 117216 139365 149935
3 Ciano Agua:ACN FA (3mM) 3,53 4,51 38217 42017 58820 21205 18206 44790
4 Ciano  Agua:MeOH Acido férmico (0,1%) 3,96 4,65 13897 25164 6869 19437 21940 42226
5 Ciano Agua:MeOH Acido férmico (0,1%) FA (3mM) 4,21 4,59 35672 18433 43156 92197 116226 120931
6 Ciano  Agua:MeOH FA (3mM) 4,28 4,62 8818 7428 7124 15039 5083 6980
7 Cc8 Agua:ACN Acido férmico (0,1%) 2,78 3,44 19858 5881 15494 26339 62889 26701
8 Cc8 Agua:ACN  Acido férmico (0,1%) FA (3mM) 3,09 3,78 37781 16494 38107 60136 110354 70952
9 Cs8 Agua:ACN FA (3mM) 4,04 4,70 38302 25674 27679 86752 94251 61438
10 c8 Agua:MeOH Acido férmico (0,1%) 3,18 4,07 40100 21612 25399 36281 66052 81784
11 Cc8 Agua:MeOH  Acido férmico (0,1%) FA (3mM) 3,87 4,59 46618 49309 52321 110486 136639 115285
12 Cs8 Agua:MeOH FA (3mM) 4,15 4,69 31143 30824 26420 49615 90510 29645
13 C18 Agua:ACN Acido férmico (0,1%) 2,62 3,26 16704 6458 19596 27175 57380 35704
14 C18 Agua:ACN  Acido férmico (0,1%) FA (3mM) 2,95 3,78 31381 13205 31796 57095 108899 63551
15 Cc18 Agua:ACN FA (3mM) 4,15 4,71 53156 35291 29763 53909 90518 37318
16 Cc18 Agua:MeOH Acido férmico (0,1%) 3,49 4,23 13130 22374 13507 20757 16599 27663
17 Cc18 Agua:MeOH  Acido férmico (0,1%) FA (3mM) 3,93 4,70 37311 40856 51179 86177 122442 78260
18 Cc18 Agua:MeOH FA (3mM) 3,14 4,44 17259 11510 24793 45148 102509 48782

Nota: C18, Acquity UPLC BEH Shield RP18 (100x2,1 mm, 1,7 um); Ciano, Acquity UPLC HSS Cyano (100x2,1 mm, 1,8 um); C8, Acquity UPLC BEH
C8 (100x2,1 mm, 1,7 ym); ACN, acetonitrila; MeOH, metanol; FA, formiato de aménio; K’, fator de retengao (grifado em rosa); t ultimo, tempo do ultimo
analito a sair na corrida (em azul); bosu, bosutinibe; dasa, dasatinibe; ima, imatinibe; nilo, nilotinibe; pona, ponatinibe; rado, radotinibe. Em negrito a
maior relagdo areal/largura para cada analito; FONTE: O autor (2020)
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23.2.2 Otimizacdo do preparo de amostra utilizando o planejamento

experimental de mistura centroide simplex

23.2.2.1. Triagem inicial

Como resultado da triagem inicial para a selegdo da técnica de extragao,

observou-se que a técnica liquido-liquido € a que apresentou maior recuperagao
dos analitos como demonstrado na FIGURA 21 e TABELA 39.
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FIGURA 21. RESULTADO DA RECUPERACAO DOS ANALITOS EM
DIFERENTES SOLVENTES DE EXTRACAO/PRECIPITACAO
FONTE: O autor (2020)
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TABELA 39. RESULTADOS OBTIDOS NO PLANEJAMENTO DE MISTURA

Bosutinibe  Dasatinibe Imatinibe Nilotinibe Ponatinibpe  Radotinibe  Oclacitinibe

Solvente Secagem Rec Rep Rec Rep Rec Rep Rec Rep Rec Rep Rec Rep Rec Rep
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

ACN N 635 89 219 6,0 529 59 8,5 199 833 80 16,1 58 241 39
ACN +AFO N 59,8 10,2 304 131 576 6,1 101 54 629 239 11,0 43 16,0 59
MeOH N 299 153 20,7 7,9 11,8 14,7 129 22 123 199 86 21 27,3 39
MeOH+ AFO N 24 154 1,7 194 180 193 52 19,8 6,5 200 44 36,6 11,1 38,9
ACN S 84,3 6,0 450 52 970 14,2 58 222 314 11,7 171 18,0 546 4,2
ACN +AFO S 939 32,7 409 11 948 326 104 10,2 230 200 11,3 14,2 41,5 29,8
MeOH S 63,2 145 445 10,5 626 13,1 114 56 182 118 42 30,2 441 57
MeOH + AFO S 579 179 384 98 696 125 8,3 70 106 121 70 98 449 7,0
Acetato de Etila S 636 88 735 20 935 16 411 1,8 720 15 455 47 986 6,9
DietilEter S 61,0 19 782 35 711 22 337 83 936 15 338 118 496 6,6
TBME S 786 10,2 899 92 998 7,6 939 52 934 61 887 99 750 58

Nota: Rec, recuperacao; Rep, Reprodutibilidade; ACN, acetonitrila; AFO, acido formico; MeOH, metanol; TBME, terc-butil-metil-eter;
S, sim; N, ndo; Em azul: desvio padrao relativo superior a 15%; FONTE: O autor (2020)
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14.2.2.2. Planejamento da mistura

Como a técnica de extracao liquido-liquido foi a que apresentou melhores
resultados na etapa de triagem, foram testadas diferentes misturas com trés
componentes (acetato de etila, dietil éter e terc butil metil éter), sendo a
superficie de resposta expressa na forma de triangulo equilatero, em que os
vértices do retangulo correspondem aos solventes puros, enquanto os lados
correspondem as misturas binarias e os pontos centrais as misturas dos trés
solventes (FIGURA 22).

(1/2,1/2,0) (1/2, 0, 1/2)

Y=1 (0,1/2, 1/2) z

1

FIGURA 22. PLANEJAMENTO EM REDE SIMPLEX [3,3]
FONTE: O autor (2020)

Diferentes combinacbes de coeficientes foram testadas durante a
modelagem com intuito de encontrar regressdes que melhor explicam os dados,
e gerar uma superficie de resposta confiavel. A escolha do modelo foi de acordo
com os resultados da ANOVA. Como demonstrado pela TABELA 40, os modelos
apresentaram-se significativos (p<0,05), com auséncia de falta de ajuste
(p>0,05) e R? satisfatorio para os analitos (0,9566-0,9979).
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TABELA 40. RESULTADOS OBTIDOS NO PLANEJAMENTO DE MISTURA

Valor de p do Falta de

Analito Modelo . R2
modelo ajuste
Bosutinibe Special quartic 0,0217 0,8118 0,9772
Dasatinibe Reduced 00138 0,0720 0,9566
Quartic model
Imatinibe Reduced 0,0400 07417 0,9652
Quartic model
Nilotinibe Reduced 0,0062 0,6653 0,9903
Quartic model
Ponatinibe Reduced 0,0006 08975 0,9979
Quartic model
Reduced
Radotinibe Special 0,0002 0,8611 0,9860
Quartic model
Oclacitinibe Reduced 0,0139 0,7508 0,9832

Quartic model
Nota: R?, coeficiente de determinagéo; FONTE: O autor (2020)

Com isso, a mistura que apresentou resultado mais adequado para a
extracao dos analitos foi acetato de etila: dietil éter, 58: 42, v/v (FIGURA 23).

A: Acetato de etila . |'
0 1 0 a 1
55
T | TR )
— | — —a—
0061.4 5200.8¢ 152747 16941
170017

o]

— | Desirability = 0.925

1
C: TBME L Solution 1 out of 7

1
B: Dietil éter

Desirability

FIGURA 23. RESULTADOS OBTIDOS NO PLANEJAMENTO DE MISTURA
FONTE: O autor (2020)
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23.2.3. Variaveis continuas

23.2.3.1 Triagem das variaveis continuas através do fatorial fracionado

Na TABELA 41 e FIGURA 24 sado apresentados os efeitos para esse
modelo. A analise dos valores de p dos coeficientes nos permite identificar quais
os fatores sao relevantes para explicar o comportamento da resposta. Nota-se
que apesar das quatros variaveis testadas (temperatura; fluxo, concentracéo de
acido formico e concentragao de formiato de amoénio) ndao terem efeitos para
todos os analitos, como € uma analise em conjunta (todos os ITKs), foi
considerado que todas as variaveis possuem efeitos de primeira e segunda

ordem para o modelo.

TABELA 41. VALORES DE P NO FATORIAL FRACIONADO

Fatores BOS DAS IMA NILO PONA RADO PI
A 0,0017 0,0200 0,3515 10,5832 10,9558 0,3768 0,0090
B 0,0425 0,0003 0,0119 0,0315 0,2372 0,0633 0,0011
C 0,0058 0,0088 0,0331 0,0291 0,4219 0,8947 0,0012
D 0,0452 0,1499 0,1313 10,3648 0,3534 0,0490 0,7683
AB 0,0051 0,0080 0,6209 0,7510 0,6395 0,0703 0,0612
AC 0,0230 0,0100 0,3567 0,4663 0,5366 0,0403 0,0332
AD 0,0155 0,0128 0,0333 0,0458 0,3975 0,0405 0,0147

CURVATURA 00112 0,1235 0,0908 0,3860 0,3860 0,9133 0,0086
Nota: A, temperatura; B, fluxo; C, acido formico; D, formiato de aménio; BOS,
bosutinibe; DAS, dasatinibe; IMA, imatinibe; NILO, nilotinibe; PONA, ponatinibe;
RADO, radotinibe; PI, padrao interno; Em azul: valores de p<0,05 que indicam
que os termos do modelo s&o significativos; FONTE: O autor (2020)
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FIGURA 24. GRAFICO DE PARETO DAS VARIAVEIS CONTINUAS

Nota: A, temperatura, B, fluxo; C, acido férmico; D, formiato de aménio
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14.3.2. Planejamento experimental — Box-Behnken (superficie de resposta)

Apos a analise por fatorial fracionado, foi realizado o planejamento
experimental por Box-Behnken, visto que este permite gerar uma superficie de
resposta com intuito de otimizar ou estimar o melhor ponto experimental a partir
de diferentes combina¢dées de CMPs definidos na etapa anterior. Na TABELA 42
¢ apresentado os valores de coeficiente de determinagdo para cada analito (R?),
em que podemos observar que 0 nosso modelo de regressao explica >68% da
variagdo do modelo. Associado ao R? temos o coeficiente de determinacao
ajustado, que é uma versdo do R? ajustada de acordo com o numero de
coeficientes, portanto, este € o mais adequado para comparar a melhora de um
modelo a partir da inclusdo ou exclusdo de novos termos. Como demonstrado
na TABELA 42, o R? ajustado do modelo explica >49% dos dados do modelo.
Todos os modelos se mostraram significativos (p<0,05), enquanto com auséncia
de falta de ajuste (p>0,05).

Com relacéo ao sinal/ruido é desejavel uma proporgéo maior que 4. Para
todos os analitos os valores foram superiores a este limite, demonstrando um

sinal adequado.

TABELA 42. MODELO DE REGRESSAO DOS EXPERIMENTOS DE BOX-

BEHNKEN
Valor de 2
Analito Modelo pdo rfaltade o, R SIR
ajuste ajustado
modelo
Bosutinibe 2FI 0,0012 0,2880 0,7793 0,6414 8,7946

Dasatinibe ~ Quadratico  <0,0001 0,1691 0,9305 0,8493 11,3904
Imatinibe Quadratico  <0,0001 0,2284 0,9297  0,8477 12,1326
Nilotinibe Quadratico  0,0032 0,5133 0,8602  0,6971 7,4267

Ponatinibe 2FI 0,0084 0,2729 0,7056 0,5216 6,4970
Radotinibe Linear <0,0001 0,5520 0,8827 0,8614 19,6769
Oclacitinibe 2FI 0,0126 0,5251 0,6866 0,4907 6,1459

Nota: S/R, sinal ruido; R?, coeficiente de determinagdo; FONTE: O autor (2020)

Na TABELA 43 sao apresentadas as equagdes das regressdes

modeladas. Estas podem ser usadas para extrapolar os resultados dentro do
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intervalo calibrado e gerar superficie de resposta, de maneira a encontrar a

condigao otimizada.

TABELA 43. COEFICIENTES DE REGRESSAO DOS ITKS EM RELACAO
AOS FATORES

Fator BOS DAS IMA NILO PONA RADO PI

Int. 967246 1,1E+05 1,1E+05 -87714,8 3113,7 1,0E+05 79163,7
A -409,2 -197,2 -197,2 7623,0 -1978,6  24675,5 14198,6
B -3549,2 -1,0E+05 -1,0E+05 2,2E+05 4,2E+05 3807,6 -1557,6
C 53E+05 -3,6E+05 -3,6E+05 -1,3E+05 1,1E+06 603,7 -2966,0
D -39961,3 -12413,7 -12413,7 -6467,9 15987,0 -868,8 -2971,5

AB 5072,8 -1426,5  -1426,5 2324,8 9395,8 -1037,8

AC -6309,0 699,0 699,0 4331,5 2042,5 -4499,5

AD 559,6 78,9 78,9 147,2 315,9 -1766,3
BC -24E+06 9,7E+05 9,7E+05 8,1E+05 -5,0E+06 -6049,3
BD 20468,8 -5207,5 -5207,5 -390,0 -1,1E+05 1142,0

CD 1,4E+05 12510,0 12510,0 89902,5 779925 8308,8
A? 15,6 15,6 -117 .1

B2 1,7E+05 1,7E+05 -4,9E+05

c? 1,2E+05 1,2E+05 -2,6E+06

D? 1388,8 1388,8 -1125,3

Nota: A, temperatura, B, fluxo; C, acido formico; D, formiato de amoénio; BOS,
bosutinibe; DAS, dasatinibe; IMA, imatinibe; NILO, nilotinibe; PONA, ponatinibe;

RADO, radotinibe; PI, padrao interno; FONTE: O autor (2020)

Como demonstrado, a melhor combinagdo de fatores consistiu na

temperatura de 39 °C, com fluxo de 0,32 mL.min"!, e como aditivo acido formico

0,06% e formiato de aménio 3,2 mM (FIGURA 25).
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C:AFO = 0,06

1 5 65667 128519 31333 64105

D:Formiato de aménio = 3,19 Bosutinibe = 103414 Dasatinibe = 45231,8

60080 85547 60729 102057 99178 188726

Imatinibe = 73535,7 Nilotinibe = 926229 Ponatinibe = 149555

Desirability = 0,547

72056 137104 60546 116839 Solution not selected

Radotinibe = 110344 Oclacitinibe = 88270

FIGURA 25. COMBINACOES DE FATORES PARA A MAXIMIZACAO DA
CONCENTRACAO DOS ITKS
FONTE: O autor (2020)

Os resultados obtidos para a analise de confirmagdo demonstraram que
as areas mensuradas em amostras reais condizem com o predito pela equagao

(TABELA 44).

TABELA 44. RESULTADOS OBTIDOS PARA A CONFIRMAGAO

Média Média SE o
predita observada DP predito IC 95%
Bosutinibe 103414 91923,8 11685,3 7328,13 87878,8-118949
Dasatinibe  45231,8 39804,8 3895,75 2771,84 39192,5-51271 1
Imatinibe 73535,7 73888,5 2827,79 2011,98 69152-77919,4
Nilotinibe 92622,9 103032 6779,52 4823,65 82113,1-103133
Ponatinibe 149555 135821 16964,3 10638,7 127002-172108
Radotinibe 110344 117907 6727,57 4024,13 101998-118689
Oclacitinibe 88270 81072,5 9533,02 5978,39 75596,3-100944

Nota: DP, desvio padrao, IC, intervalo de confianga; SE, erro padrdao; FONTE: O
autor (2020)

Resposta

ApOs essa etapa de desenvolvimento do método bioanalitico obtivemos o
cromatograma apresentado na FIGURA 26. Ainda, na FIGURA 27 séo
apresentados os espectros extraidos de cada analito e Pl no seu respectivo

tempo de retengao. Destaca-se a exatiddo de massas obtida para o experimento
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(erro <5ppm), permitindo a identificacdo dos analitos mesmo na presenga de

matriz complexa.

1000000
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“ —— Imatinibe
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600000 —— Nilotinibe
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2 400000
c —— Radotinibe
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FIGURA 26. CROMATOGRAMA OBTIDO DE AMOSTRA DE PLASMA
FORTIFICADA COM 100 NG.ML' DOS ANALITOS BOSUTINIBE,
DASATINIBE, IMATINIBE, NILOTINIBE, PONATINIBE, RADOTINIBE E
OCLACITINIBE (PI)

FONTE: O autor (2020)
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FIGURA 27. ESPECTRO OBTIDO DE AMOSTRA DE PLASMA FORTIFICADA
COM 100 NG.ML-' DOS ANALITOS BOSUTINIBE, DASATINIBE, IMATINIBE,
NILOTINIBE, PONATINIBE, RADOTINIBE E OCLACITINIBE (PI)

FONTE: O autor (2020)
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23.3. Validagcao do método bioanalitico

23.3.1. Limite inferior de quantificacido

O valor obtido de LIQ (relagao sinal ruido 210) foi de 5 ng.mL"" para todos
os analitos, apresentando reprodutibilidade satisfatoria (DPR<20%). Desta
forma, pode-se afirmar que o método apresenta alta sensibilidade para os
farmacos em estudo. Ainda, é importante destacar que este LIQ, com base na
literatura, & satisfatério para a condugdo de estudos de monitoramento

terapéutico e farmacocinético destes farmacos.

23.3.2. Seletividade

Como demonstrado na FIGURA 28, as respostas dos picos interferentes
nos tempos de retengdo dos compostos de interesse foram inferiores a 20% e

5% destes, respectivamente. Portanto, o método foi considerado seletivo.
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23.3.3. Curva de calibracdo

A curva de calibragdo comprovou que ha relacéao linear entre as areas dos
picos dos analitos divididos pelas areas dos picos do Pl versus a relacdo da
concentracdo dos analitos sobre a concentracédo do Pl (Figuras FIGURA 28,
FIGURA 29,FIGURA 30,FIGURA 31,FIGURA 32,FIGURA 33 e FIGURA 34). Nos
trés dias de analise a curva atendeu os critérios de aceitacédo, tendo no minimo
75% dos niveis de calibracdo com desvios inferiores a 20% em relacdo a
concentracdo nominal do LLOQ e 15% para os demais niveis da curva de

calibragdo. Ainda, os indices de correlagao foram superiores a 0,98.

Bosutinibe
400+ _
y=0,7461x-12,94 (*=0,9882) —o— Dia 1
y=0,7587x-14,89 (*=0,9859) —— Dia2

3001 y=0,7867x-8,851 (r*=0,9970)

—— Dia3

200+

Resposta

100+

i

T I !
100 200 300 400
Concentragdo (ng.mL™")

FIGURA 29. CURVAS DE CALIBRACAO DO BOSUTINIBE NO INTERVALO DE
5-400 NG.ML"' EM PLASMA
FONTE: O autor (2020)
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FIGURA 30. CURVAS DE CALIBRACAO DO DASATINIBE NO INTERVALO DE
5-400 NG.ML"' EM PLASMA
FONTE: O autor (2020)
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FIGURA 31. CURVAS DE CALIBRACAO DO IMATINIBE NO INTERVALO DE
5-400 NG.ML"' EM PLASMA
FONTE: O autor (2020)
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FIGURA 32. CURVAS DE CALIBRACAO DO NILOTINIBE NO INTERVALO DE
5-400 NG.ML"' EM PLASMA
FONTE: O autor (2020)
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FIGURA 33. CURVAS DE CALIBRACAO DO PONATINIBE NO INTERVALO DE
5-400 NG.ML"" EM PLASMA
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FIGURA 34. CURVAS DE CALIBRACAO DO RADOTINIBE NO INTERVALO DE
5-400 NG.ML"' EM PLASMA
FONTE: O autor (2020)

Além disso, para todas as curvas de analise, o resultado da ANOVA foi p
<0,0001, garantindo que o ajuste do modelo de regressao foi estatisticamente
significativo. Todas as curvas de calibracao para todos os analitos apresentaram
alta correlagdo (r=0,99; p<0,001) e determinagdo (R?=0,99). Em todas as
equacgdes das curvas do analito, o coeficiente linear foi estatisticamente igual a
zero (p>0,05) e a inclinagao foi diferente de zero (p<0,001); portanto, a
concentracao dos analitos foi prevista apenas pela area. Todas as curvas de
calibragdo apresentaram valores de p>0,05 para os testes de Kolmogorov-
Smirnov e Levene, comprovando que os residuos tiveram distribuicado normal e
variancias homogéneas, respectivamente. No teste de Durbin Watson todos os
valores foram <2,5, demonstrando a auséncia do problema de autocorrelagcéo

entre os residuos da regressao.

23.3.4. Precisao e exatidao

O método foi considerado preciso e exato por apresentar valores de DPR
e EPR inferiores a 15% para os controles de qualidade CQB, CQM, CQA e CQD
e por apresentar valores inferiores a 20% para o CQ-LIQ, tanto na analise
intracorrida quanto intercorrida. Os resultados séo apresentados na TABELA 45.
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TABELA 45. RESULTADOS DE PRECISAO E EXATIDAO OBTIDOS POR MEIO DO METODO DESENVOLVIDO
Controle Conc. Intradia — Dia 1 (n=5) Intradia — Dia 2 (n=5) Intradia — Dia 3 (n=5) Interdia (n=15)
Analito de P Exatidio Precisdo Exatiddo  Precisdo Exatiddo  Precisdo Exatiddo Precisio ANOVA
qualidade  ("&MY)  EpRoyy  (DPR%)  (EPR%)  (DPR%)  (EPR%) (DPR%) (EPR%) (DPR%) (p-valor)
cQ-LiQ 5 13,05 17,91 6,01 13,49 13,05 11,45 5,21 5,24 0,9037
cQB 25 -3,57 13,85 5,11 7,99 -3,57 13,57 5,13 13,37 0,9757
Bosutinibe caMm 100 -10,99 8,23 -4,46 5,57 -5,48 2,27 3,98 17,97 0,9061
CQA 300 8,88 6,00 -5,71 9,11 -5,63 4,93 3,01 17,06 0,7055
cab 1000 -4,16 3,45 12,57 1,73 -,11,06 7,23 10,49 13,66 0,8417
CcQ-LIQ 5 15,31 18,79 7,72 19,63 8,71 7,24 7,47 10,99 0,9491
CQB 25 -7,35 11,49 8,89 6,60 -3,24 11,68 2,06 15,33 0,8823
Dasatinibe cam 100 -9,14 11,48 9,80 3,27 -6,33 8,68 5,49 10,72 0,6255
CQA 300 -2,08 4,09 13,13 4,78 -0,46 2,71 9,01 1,44 0,5810
cab 1000 0,86 3,57 11,94 4,83 14,86 4,02 10,35 4,51 0,7314
CcQ-LIQ 5 6,14 12,53 0,55 12,48553 16,53 13,69 11,77 11,25 0,9293
CQB 25 -3,86 7,35 -1,62 9,661713 -12,12 5,29 9,82 9,06 0,7479
Imatinibe cam 100 -8,57 7,50 1,73 11,44861 -8,48 3,36 4,60 9,81 0,4386
CQA 300 2,79 0,73 6,85 3,916041 5,31 6,46 1,99 5,15 0,7732
CQb 1000 12,96 6,72 7,95 4,64 6,43 13,69 3,95 7,57 0,2870
CQ-LIQ 5 11,63 11,49 3,89 5,09 11,22 4,81 14,29 13,31 0,9220
CQB 25 1,62 10,63 12,58 11,37 -14,30 2,63 12,20 11,44 0,6392
Nilotinibe CcQaMm 100 -6,85 2,73 11,33 8,59 -6,14 9,02 0,98 13,39 0,7413
CQA 300 -7,96 3,15 -11,72 5,94 -5,50 7,25 3,60 4,052 0,5100
CcQb 1000 6,38 1,68 12,96 0,50 9,87 4,20 3,76 1,544 0,2731

Nota: DPR, desvio padrao relativo; EPR, erro padrao relativo; CQ, controle de qualidade; CQ-LIQ, amostra de controle de qualidade
do limite inferior de quantificagcao; CQB, amostra de controle de qualidade de baixa concentragcdo; CQM, amostra de controle de
qualidade de média concentracdo; CQA, amostra de controle de qualidade de alta concentracdo; CQD, amostra de controle de
qualidade de diluigdo; ANOVA, analise de variancia; FONTE: O autor (2020)
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Conclusdo: TABELA 45. RESULTADOS DE PRECISAO E EXATIDAO OBTIDOS POR MEIO DO METODO DESENVOLVIDO

Controle Conc. Intradia — Dia 1 (n=5) Intradia — Dia 2 (n=5) Intradia — Dia 3 (n=5) Interdia (n=15)
Analito de 4 Exatiddo Precisdo Exatiddo  Precisdo Exatiddo Precisdo Exatiddo Precisdio ANOVA
qualidade  ("9MLY)  epRosy  (DPR%) (EPR%)  (DPR%) (EPR%)  (DPR%) (EPR%)  (DPR%) (p-valor)
CQ-LIQ 5 4,45 2,76 17,10 13,87 11,48 9,31 12,28 14,00 0,4013
CQB 25 -7,92 12,80 -5,59 6,57 1,60 3,28 9,58 7,48 0,3926
Ponatinibe cam 100 -11,65 7,16 7,57 6,46 -6,49 6,28 8,01 13,16 0,9954
CQA 300 14,98 6,39 -4,42 7,99 -4,41 6,33 9,34 5,83 0,7661
cab 1000 5,07 3,01 1,69 7,67 5,06 9,59 10,42 1,73 0,8022
CQ-LIQ 5 2,19 16,80 17,42 12,67 8,15 4,48 16,42 16,32 0,7057
CQB 25 -5,98 9,67 -2,91 11,23 -8,13 5,82 3,56 6,06 0,8104
Radotinibe caMm 100 -9,29 13,17 7,58 5,15 9,88 7,50 3,85 15,74 0,7911
CQA 300 2,84 8,98 0,12 4,10 -3,57 4,29 8,15 1,99 0,8228
cab 1000 3,77 4,23 10,52 1,62 6,12 6,07 10,48 0,68 0,3929

Nota: DPR, desvio padrao relativo; EPR, erro padrao relativo; CQ, controle de qualidade; CQ-LIQ, amostra de controle de qualidade
do limite inferior de quantificagcao; CQB, amostra de controle de qualidade de baixa concentragdo; CQM, amostra de controle de
qualidade de média concentracdo; CQA, amostra de controle de qualidade de alta concentracdo; CQD, amostra de controle de
qualidade de diluigdo; ANOVA, analise de variancia; FONTE: O autor (2020)
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23.3.5. Recuperacio

A recuperacao dos analitos foi considerada satisfatéria com o método de
extragdo por liquido-liquido com acetato de etila: dietil éter, 58: 42, v/v. Isso
porque os valores de recuperacdo foram superiores a 83% e mostrou-se
reprodutivel, precisa e consistente (DPR <15%). Os resultados s&o
apresentados na TABELA 46.

TABELA 46. RESULTADOS OBTIDOS PARA RECUPERACAO DOS ITKS

Controle de Concentragdo Recuperagao
Analitos . nominal o DPR (%)
qualidade (ng.mL") (%)
CQB 25 91,61 4,23
Bosutinibe caMm 100 87,73 10,32
CQA 300 91,07 7,31
CQB 25 95,00 6,14
Dasatinibe caMm 100 96,83 7,03
CQA 300 91,32 6,88
CQB 25 85,01 4,77
Imatinibe caMm 100 86,04 8,32
CQA 300 90,29 12,20
CQB 25 91,91 8,35
Nilotinibe caMm 100 87,35 6,68
CQA 300 88,66 8,75
CQB 25 85,45 9,68
Ponatinibe caMm 100 97,56 5,31
CQA 300 88,97 7,83
CQB 25 92,72 10,8
Radotinibe camMm 100 83,07 9,67
CQA 300 84,89 2,19
Oclacitinibe - 200 91,20 4,37

Nota: DPR, desvio padrao relativo; CQB, amostra de controle de qualidade de
baixa concentracdo; CQM, amostra de controle de qualidade de média
concentracado; CQA, amostra de controle de qualidade de alta concentracao;
FONTE: O autor (2020)

23.3.6. Efeito matriz

Através da comparacao das areas dos analitos nas amostras FD e em

solugao, nota-se que o método nao apresentou efeito matriz que comprometa a

184



analise, pois os valores de FMN e DPR% foram préximos a 1 e inferiores a 15%,

respectivamente. Os resultados deste ensaio sdo apresentados na TABELA 47.

TABELA 47. RESULTADOS OBTIDOS PARA O EFEITO MATRIZ

Concentragao -
. Controle de . Média do o
Analitos qualidade nomlnajl FMN + DP DPR (%)
(ng.mL"")
N CQB 25 0,938 + 0.0,85 11,49
Bosutinibe
CQA 300 0.891 £ 0,012 10,30
N CQB 25 1,290 £ 0,139 8,93
Dasatinibe
CQA 300 1,197 £ 0,093 10,23
n CQB 25 0,983+ 0,074 9,58
Imatinibe
CQA 300 0,912 + 0,103 5,70
o CQB 25 1,117 £ 0,123 10,78
Nilotinibe
CQA 300 1,102 + 0,067 4,83
n CQB 25 0,881 + 0,043 3,99
Ponatinibe
CQA 300 0,916 + 0,085 13,41
n CQB 25 0,895 + 0,106 8,52
Radotinibe
CQA 300 0,929 + 0,088 7,49
Oclacitinibe - 200 1,002 + 0,501 2,31

Nota: FMN, fator matriz normalizado, DP, desvio padrao; DPR, desvio padrao

relativo; CQB, amostra de controle de qualidade de baixa concentragcédo; CQA,

amostra de controle de qualidade de alta concentragdo; FONTE: O autor (2020)

23.3.7. Carryover (efeito residual)

O resultado deste ensaio demonstrou nao haver carryover, visto que as

respostas dos picos interferentes préximos ao tempo de retencao dos analitos e

do Pl na amostra branco reinjetada foram inferiores a 20% e 5% das respostas

dos analitos e Pl na amostra processada do LIQ, respectivamente. Os

cromatogramas obtidos com plasma branco apds as injecbes de amostras

processadas no LSQ estao apresentados na FIGURA 35.
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FIGURA 35. CROMATOGRAMAS EXTRAIDOS DE AMOSTRAS DE PLASMA
BRANCO NORMAL INJETADAS APOS A AMOSTRA COM CONCENTRACAO
DO LIMITE SUPERIOR DE QUANTIFICAGAO

FONTE: O autor (2020)

23.3.8. Estabilidade

Os resultados da avaliagao da estabilidade dos ITKs em plasma e solugéo
estao apresentados nas TABELA 48 e TABELA 49, respectivamente. Nota-se
que todos os ITKs foram estaveis em matriz biolégica na bancada, por 6 horas,
em temperatura ambiente (estabilidade de curta duragao), apods ciclos de -40 °C
e temperatura ambientes (estabilidade apds ciclos de congelamento e
descongelamento), a -40 °C por 30 dias (estabilidade de longa durac&o) e no
gerenciador de amostras (25°C) por 24 horas (estabilidade pds-processamento).

Ainda, as solugdes de ITKS foram estaveis tanto em freezer a -40 °C por

30 dias quanto em bancada por 6 horas em temperatura ambiente.
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TABELA 48. RESULTADOS DA ESTABILIDADE DOS ITKS EM PLASMA

DPR (valor de p)
Estabil. apos

Estabil. iclos d Estabil. de Estabil. bos-
Analito CQ decurta cic Ios et / longa rocesse.ar';ento
duragao congelamento duragao P
=3 descongelamento -3 (n=3)
. cQaB 0,23 6,16 (0,43) 1,59 (0,06) 13,11 (0,14)
Bosutinibe
CQA 0,04 0,79 (0,43) 3,47(0,10) 10,87 (0,09)
. cQB 5,86 3,42 (0,39) 5,14 (0,21) 14,47(0,10)
Dasatinibe
CQA 1257 6,58 (0,32) 13,24 (0,32) 4,03(0,33)
Imatinibe cQB 0,57 2,78 (0,28) 7,98 (0,12) 3,41 (0,22)
CQA 3,23 5,52 (0,22) 0,58 (0,09) 3,91 (0,11)
Nilotinibe CQB 4,60 0,79 (0,19) 3,87 (0,43) 2,86(0,33)
CQA 10,13 5,11(0,44) 2,56 (0,52) 14,96 (0,45)
Ponatinibe CQB 12,08 1,17 (0,17) 0,34 (0,37) 2,32 (0,49)
CQA 7,16 11,88 (0,07) 5,29 (0,08) 13,41(0,26)
Radofinibe CQB 12,65 3,61 (0,28) 9,19 (0,16) 3,96 (0,28)
CQA 9,59 1,64 (0,40 1,82 (0,50) 3,28 (0,25)

Nota: Estabil, estabilidade; DPR, desvio padrao relativo; CQB, amostra de
controle de qualidade de baixa concentracdo; CQA, amostra de controle de
qualidade de alta concentracéo; CQ, controle de qualidade; Valor de p por teste
t de Student. FONTE: O autor (2020)

TABELA 49. RESULTADOS DA ESTABILIDADE DOS ITKS EM SOLUCAO
DPR (%) e valor de p

Analito Concer:ntragao 30 dias (-40 °C) Temperatura ambiente (6 horas)
avaliada
(n=3) (n=3)
Bosutinibe 5,21 (0,36) 4,09 (0,34)
Dasatinibe 8,77 (0,16) 8,48 (0,15)
Imatinibe 9,96 (0,08) 4,87 (0,49)
o 100 ng/mL""
Nilotinibe 6,07 (0,39) 4,60 (0,32)
Ponatinibe 3,77 (0,57) 9,11 (0,11)
Radotinibe 4,66 (0,31) 2,43 (0,60)

Nota: DPR, desvio padréao relativo; Valor de p por teste t de Student; FONTE: O

autor (2020)



24. CONCLUSAO

O método bioanalitico desenvolvido atravées do AQbD e validado de
acordo com as normas nacionais e internacionais neste trabalho foi satisfatorio
para a quantificacdo simultdnea dos ITKs (bosutinibe, dasatinibe, imatinibe,
nilotinibe, ponatinibe e radotinibe) usados no tratamento da LMC.

A técnica de extragao liquido-liquido com acetato de etila:dietil éter, 58:
42 v/v, definida através do planejamento experimental do tipo centroide simplex
proporcionou recuperagao reprodutivel e satisfatéria para os analitos, além de
ser uma técnica simples e rapida.

Através da etapa de validagcdo nota-se que o método é seletivo, sensivel,
linear, preciso, exato e isento de efeito matriz e residual. Além disso, os ITKs
foram estaveis em todas as condigdes testadas, tanto em matriz quanto em
solugao.

Este € o primeiro método bioanalitico para monitorizacdo de ITKs
desenvolvido com o auxilio do AQbD e que utiliza a técnica analitica de
cromatografia a liquido de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas,
com analisador do tipo quadrupolo tempo-de-voo.

Diante dos resultados adquiridos neste trabalho, este novo método podera
ser aplicado em futuros estudos farmacocinéticos e de monitoramento
terapéutico dos ITKs, podendo ser uma ferramenta fundamental no tratamento

terapéutico da LMC.
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