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RESUMO

A leucemia mieloide cronica (LMC) é uma doenca mieloproliferativa clonal que afeta as
células tronco hematopoiéticas, a qual é caracterizada pela presenca do cromossomo
Philadelphia, resultado de uma translocacédo reciproca e balanceada entre os bracos 9 e
22 dos cromossomos ABL e BCR, respectivamente. O gene BCR-ABL tem acdo sobre
as proteinas tirosino quinases, impulsionando a proliferacdo celular da linhagem
mieloide, mais especificamente a granulocitica. O mesilato de imatinibe (MI) é o farmaco
de escolha para o tratamento desta doenca. Entretanto, apesar da maioria dos resultados
obtidos com a terapia serem excelentes, alguns pacientes ainda apresentam resposta
terapéutica sub-6tima ou ainda desenvolvem algum tipo de resisténcia. Portanto, o
objetivo deste estudo foi avaliar os niveis plasmaticos de MI em portadores de LMC
atendidos em uma unidade de referéncia em Manaus e correlaciona-los as variaveis que
possam interferir nestes niveis. Os dados de 52 pacientes foram obtidos através de um
questionario padronizado contendo informacdes clinicas, séciodemogréficas, habitos de
vida e uso de outros medicamentos, bem como utilizacdo do questionario Morisky
Medication Adherence Scale para estimar adesdo terapéutica. Foi realizada coleta
sanguinea para mensurar a concentra¢do plasmatica do farmaco no paciente utilizando a
técnica de HPLC-UV. Os estudos moleculares foram executados para identificar a
presenca de polimorfismo no transportador de membrana ABCG2, que pode influenciar
a cinética do farmaco, diminuindo sua concentracdo intracelular. Dentre os resultados
obtidos, a maioria dos pacientes foram do género masculino com média de idade de 52
anos. Apoés associar as respostas clinicas — hematologica e molecular — com a
concentracdo plasmaética obtida, houve correlagcdo entre concentracdo plasmaética e
resposta molecular maior. Dessa forma, pacientes que possuem RMM, também possuem
maiores concentragdes plasmaticas de MI. Diante disto, concluiu-se que a monitorizagao
terapéutica é ferramenta fundamental para respostas 6timas ao tratamento promovendo

ajustes necessarios e contribuindo para sobrevida do paciente.

Palavras chave: Leucemia Mieloide Crbnica, Mesilato de Imatinibe, Monitoramento de
Drogas Terapéuticas, Adesdo ao Medicamento.
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ABSTRACT

Chronic myeloid leukemia (CML) is a clonal myeloproliferative disease that affects
hematopoietic stem cells, which is characterized by the presence of Philadelphia
chromosome, resulting from a balanced reciprocal translocation between arms 9 and 22
of ABL and BCR chromosomes, respectively. BCR-ABL gene acts on protein tyrosine
kinases, driving cell proliferation of myeloid lineage, more specifically the granulocyte.
Imatinib mesylate (M) is the drug of choice for the treatment of this disease. However,
although most of the results obtained with the therapy are excellent, some patients still
show sub-optimal therapeutic response or still develop some type of resistance.
Therefore, the aim of this study was to assess IM plasma levels in CML patients attended
at a reference unit in Manaus and correlate them with variables that may interfere with
these levels. Data collection consisted of a standardized questionnaire containing clinical
information, socio-demographic, life habits, and use of other medications, as well as the
use of Morisky Medication Adherence Scale questionnaire to estimate therapeutic
adherence. Additionally, blood collection was performed to measure plasma
concentration of the drug in the patient using HPLC-UV method. Molecular studies were
performed to identify the presence of polymorphism in ABCG2 membrane transporter,
which can influence the kinetic of the drug, decreasing its intracellular concentration.
Among the results obtained, most patients were male, with a mean age of 52 years. After
associating the clinical responses — hematological and molecular — with the plasma
concentration obtained, there was a correlation between plasma concentration and major
molecular response. Thus, patients who have RMM also have higher plasma
concentrations of IM. Finally, it was concluded that therapeutic monitoring is a
fundamental tool for optimal responses to the treatment, promoting necessary adjustments

and contributing to patient survival.

Keywords: Chronic Myeloid Leukemia, Imatinib Mesylate, Therapeutic Drug

Monitoring, Medication Adherence.
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1. Introducao

As leucemias sdo doencas neoplasicas que afetam o sistema hematopoiético e
causam alteragdes nos mecanismos de diferenciacdo e apoptose devido a uma
proliferacdo desregulada de um clone celular. Neste contexto, a malignidade é
caracterizada pela substituicdo das células sanguineas normais (GABE; ALMEIDA;

SIQUEIRA, 2009).

A leucemia mieloide cronica (LMC) consiste em uma doenca mieloproliferativa
cronica clonal das células precursoras (stem cells) e é caracterizada pela intensa
proliferacdo de células mieloides. Os achados clinicos incluem leucocitose com desvio a
esquerda, esplenomegalia e presenca do cromossomo Philadelfia (Ph) ou t(9;22)
(934;911), uma anormalidade citogenética adquirida (CHAUFFAILLE, 2009). Este
cromossomo se origina pela translocagédo reciproca entre os pares 9 e 22 que resulta em
um encurtamento dos bragos longos de um dos cromossomos 22. A fusdo destes
cromossomos da origem a uma proteina hibrida chamada BCR-ABL, com atividade

aumentada de tirosino quinase (BORTOLHEIRO; CHIATTONE, 2008).

A incidéncia anual da LMC é cerca de 1,6 casos/100.000 habitantes/ano e
representa cerca de 20% das leucemias do adulto. Acomete principalmente pacientes com
idade média de 55 anos do sexo masculino e sua ocorréncia em jovens com menos de 20
anos representa menos de 10% dos casos registrados, sendo mais agressiva que o normal

(BOLLMANN; GIGLIO, 2011).

Estudos verificaram que ha maior incidéncia de LMC em sobreviventes da bomba
atdbmica em Hiroshima e Nagasaki durante a Segunda Guerra Mundial, em pacientes
submetidos a radioterapia para tratamento de doencas oncologicas e em pessoas expostas

ao benzeno. Apesar dessa relacao causal entre radiacéo ionizante, exposicdo a substancias
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toxicas como o0 benzeno e o aparecimento da LMC, a maioria dos casos parece ser

esporadica, aparentemente sem fator predisponente (VIVONA, 2011).

Alguns pacientes sdo assintomaticos (cerca de 20 a 45%) no momento do
diagnostico, porém manifestacdes de hipercatabolismo que incluem febre, fadiga,
fraqueza, dores de cabeca, irritabilidade, suor noturno e perda de peso podem ocorrer,
bem como esplenomegalia (aumento do baco) e hepatomegalia (aumento do figado),

sendo este menos comum (BERGANTINI et al., 2005; BOLLMANN; GIGLIO, 2011).

A LMC é uma doenca bi ou trifésica; a fase inicial, denominada fase cronica (FC)
possui duragdo variavel e apresenta progressdo para a fase blastica (FB), sendo precedida
ou ndo pela fase acelerada (FA). A fase crbnica é caracterizada pelo excessivo numero de
células mieloides, assim como células eritroides e plaquetas no sangue periférico, além
de intensa hiperplasia na medula 6ssea (DOBBIN; GADELHA, 2002). A fase acelerada
é caracterizada pelo aumento de blastos na medula 6ssea e no sangue periférico, bem
como leucocitose e basofilia, anemia e trombocitopenia. O paciente comumente torna-se
resistente a terapia utilizada na fase crbnica e apresenta progressao da hepato-

esplenomegalia (BERGANTINI et al., 2005).

A fase blastica possui caracteristicas hematoldgicas distintas, como o aumento de
blastos leucémicos (linfoides ou mieloides) no sangue periférico e ou na medula 6ssea
(superior a 20%). Esta fase da doenca apresenta um mau prognostico, uma vez que o
paciente pode evoluir para o ébito num curto espago de tempo (cerca de seis meses). A
fase crénica pode durar anos, porém a progressao para a fase blastica e acelerada pode
estar associada a instabilidade genémica, uma vez que esta condi¢do pode favorecer o

aparecimento de outras anormalidades genéticas (BERGANTINI et al., 2005).
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O diagndstico é estabelecido pela relagdo entre achados clinicos, alteracfes
hematoldgicas no sangue periférico e medula Ossea e alteracBes citogenéticas.
Inicialmente, dados hematoldgicos fornecem aumento significativo da linhagem mieloide
(leucocitose e frequentemente trombocitose), que difere de um processo descrito como
benigno. E o caso da reacéo leucemoide, que simula e pode ser confundida com leucemia,
mas de fato é reacional a outra doenca e as anormalidades hematologicas desaparecem

quando é corrigida a condicdo subjacente (SOUZA et al., 2013).

Portanto, a combinacdo dos achados clinicos com a citogenética (presenca do
cromossomo filadelfia e/ou presenca de um gene quimérico BCR-ABL) é de fundamental
importancia para determinar o diagnostico da leucemia mieloide crénica. Achados
moleculares também fazem parte do diagnostico, detectados pela reacdo em cadeia da

polimerase (PCR) (SOUZA et al., 2013).

As proteinas BCR-ABL quiméricas promovem a desregulacdo da atividade de
tirosino quinases, portanto tornaram-se um alvo na terapéutica. Consequentemente, ap6s
a descoberta do rearranjo BCR-ABL por técnicas moleculares foram desenvolvidos
novos farmacos inibidores desta acdo, que permitem controlar a progressao da doenca

para fase acelerada ou blastica (ALMEIDA et al., 2009)

O tratamento inicialmente utilizado pelos pacientes com leucemia mieloide
cronica, além do transplante de medula dssea, incluia irradiacdo corporal total ou
esplénica, uso de derivados de arsénico (licor de Fowley), o bussulfano e a
hidroxicarbamida. Porém estas abordagens terapéuticas apenas resultavam em controle
hematoldgico, ndo atingindo o alvo genético da doencga, por conseguinte ndo havia

mudanga na progresséo da doenga, somente uma tentativa de manter os niveis sanguineos
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da linhagem alterada. O primeiro agente com o qual se conseguiu uma remissdo

citogenética foi o interferon-o. (ARANHA, 2008).

Em 2001, o mesilato de imatinibe (MI) foi introduzido como inibidor de tirosino
quinase e foi aprovado para o tratamento de LMC baseado no alto nivel de atividade nos
estudos de fase 2. Os resultados iniciais do estudo randomizado internacional de fase 3
do Interferon e STI571 (IRIS) mostraram que 0 MI na dose de 400 mg uma vez ao dia
era mais potente e possuia menos efeitos colaterais que o interferon alfa e citarabina em

pacientes com LMC diagnosticada na fase crénica (HOCHHAUS et al., 2017).

A idiossincrasia especifica de cada paciente ocasiona diferentes respostas ao
tratamento com os inibidores da tirosino quinase, tanto no tempo para alcancar a remissao
como no grau de diminuicdo da quantidade de transcritos. As diferencas podem ocorrer
simplesmente pela heterogeneidade intrinseca da leucemia ou devido a comportamentos
distintos frente a administracdo, distribuicdo, metabolismo e excrecdo de farmacos, que
influenciam na concentracdo e por conseguinte, a acdo do farmaco no organismo.
Portanto, a avaliacdo da resposta ao tratamento deve ser constante (CHAUFFAILLE,

2009).

Ainda assim, hd uma pequena parcela de pacientes que ndo respondem a terapia
por intolerancia ou resisténcia. Cerca de 15% dos casos apresentam alguma forma de
resisténcia ao tratamento (PAGNANO, 2008). Diante destes casos nao responsivos, faz-
se necessario a utilizacdo de medicamentos de segunda geracdo, como o dasatinibe e o
nilotinibe, que também pertencem a classe dos inibidores de tirosino quinase, e estéo

disponiveis como alternativa terapéutica (ALMEIDA et al., 2009).

A resposta ao medicamento pode ser influenciada por diversos fatores. Estudos

relatam que alguns pacientes tém predisposi¢do a desenvolver reacdes adversas. Além
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disso, fatores genéticos, idade, condicdo geral de saude, funcédo renal e hepatica, alcool,
tabagismo, dieta e fatores ambientais, influenciam na interacdo medicamentosa e niveis
plasmaticos do farmaco utilizado. A farmacogenética estuda as influéncias genéticas
sobre a resposta ao medicamento e é importante, pois detecta possiveis alteragdes que
influenciam os niveis plasmaticos do farmaco e consequentemente sua acdo (METZGER,;

SOUZA-COSTA; TANUS-SANTOS, 2006).

O estudo dos fatores que influenciam a concentracdo plasmatica do farmaco é
relevante para tentar prever de antemao a resposta ao tratamento, que neste caso €
importante para o progndéstico da doenca. Em paralelo, ndo so fatores fisiol6gicos podem
influenciar na terapia, a adesdo do paciente é importante. Esse termo se refere ao
comportamento do paciente frente ao tratamento da sua patologia e vai além do simples
seguimento da prescri¢cdo médica. Os aspectos referem-se ao sistema de saude, fatores
socioeconémicos e fatores relacionados propriamente ao tratamento, paciente e a prépria

doenca (GUSMAOQ; MION-JR, 2006).

Os problemas relacionados ao medicamento (PRMSs) sdo inerentes a terapia, e
identifica-los permite que estes sejam minimizados ou solucionados para favorecer a
adesdo ao tratamento. Os PRMs relacionados a quimioterapia do cancer podem acarretar
consequéncias devido a alta toxicidade do farmaco. Neste sentido, o profissional
farmacéutico pode atuar de maneira eficaz juntamente com a equipe médica buscando
identificar esses PRMs e também € responsavel pela seguranca e efetividade da
quimioterapia (TORRIANI, 2008). Com isso, identificar os fatores que influenciam na
terapia do paciente é fundamental para um bom prognaostico, principalmente se tratando

de quimioterapia, que influencia de maneira direta na sobrevida do paciente.
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2. Revisao da literatura

2.1 Leucemia

O cancer segundo o Instituto Nacional do Cancer € um termo genérico que se
refere a um conjunto de doencas que possuem em comum um crescimento desordenado
de células, que sdo capazes de invadir 6rgdos e tecidos alem de causar metastase em
outros locais do corpo. A progressdo tende a ser agressiva e incontrolavel, ocasionando a
formacéo de tumores por acimulo de células cancerosas.

A classificacao é realizada de acordo com o local em que ocorre a patologia. Os
canceres que se desenvolvem em tecidos conjuntivos sdo denominados sarcomas, 0s que
afetam os tecidos epiteliais, carcinomas. Os linfomas sdo os canceres que se desenvolvem
no sistema linfatico e os gliomas nas células da glia do sistema nervoso central. As
leucemias correspondem aos canceres do sistema hematopoiético, e sua classificacdo
depende de marcadores celulares presentes na membrana e no citoplasma das células
leucémicas (LAGO; PETRONI, 2017).

Os canceres em sua maioria sdo caracterizados pela formacéo de tumores sélidos,
entretanto as leucemias ndo apresentam massa tumoral. A doenca inicia na medula 6ssea,
nas celulas tronco hematopoiéticas, que fisiologicamente dariam origem as células
sanguineas diferenciadas, porém ha um acumulo de células jovens anormais no tecido. A
leucemia pode ser do tipo mieloide ou linfoide, de acordo com a linhagem comprometida,
bem como possuir carater cronico ou agudo (BORTOLHEIRO; CHIATTONE, 2008).

As leucemias cronicas por possuirem um intervalo de laténcia lento, permite que
as ceélulas se diferenciem, e mesmo alteradas ainda possam desenvolver sua fungéo, sendo
raro o0 aparecimento na infancia. Diferentemente, as leucemias agudas possuem
progressdo rapida e exacerbada, em que as células medulares e sanguineas sdo

substituidas por células imaturas (blastos), e impossibilita que estas desenvolvam suas
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respectivas funcbes, afetando diretamente a capacidade de defesa do organismo
(PEREIRA et al., 2018).

Estima-se que surgirdo cerca de 5.940 novos casos em homens e 4.860 novos
casos de leucemia em mulheres entre os anos de 2018 e 2019. Os dados obtidos fornecem
um risco estimado de 5,76 casos novos a cada 100 mil habitantes homens e 4,56 novos
casos para cada 100 mil mulheres. A leucemia entre homens é a quinta mais frequente na
regido norte (4,17/100 mil habitantes), e para mulheres € a sexta mais frequente na regido

norte (3,29/100 mil habitantes), fonte: INCA.

2.2 Leucemia mieloide cronica

A leucemia mieloide cronica foi descrita pela primeira vez em 1845, por John
Hughes Bennet, e o termo leucemia origina-se do grego, que significa sangue branco (DE
AZEVEDO etal., 2017). Trata-se de uma neoplasia clonal mieloproliferativa ocasionada
pela translocacdo reciproca e balanceada entre os bracos longos dos cromossomos 9 e 22
- 1(9;22) (g34; q11) que da origem ao cromossomo Philadelphia (Ph), um cromossomo
menor do que seu homologo e tido como cariétipo marcador. O rearranjo cromossémico
origina o gene de fusdo BCR-ABL consistindo das sequéncias 5° do gene BCR presentes
no cromossomo 22 unidos a por¢do 3’do proto-oncogene c-ABL, localizado no
cromossomo 9, e por fim este produz uma tirosino quinase constitutivamente ativa (DA

SILVA, 2008).

O hibrido BCR-ABL atua promovendo a perda de adesdo celular devido a
fosforilagdo de substratos especificos que impedem o funcionamento do citoesqueleto;
causa um desequilibrio no ciclo celular resultante do aumento na atividade quinasica da

célula; resisténcia a apoptose via inibigdo da atividade da caspase 3; e interacdo com a
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via bioguimica RAS cuja proteina € um importante transdutor de sinais nas vias de

sinalizagdo intracelular (SANTOS; FERREIRA, 2006).

A desregulacdo da proteina tirosino quinase, cuja atividade consiste em fosforilar
substratos proteicos e atuar no crescimento celular, causa a proliferacdo descontrolada de
células mieloides (principalmente granuldcitos) diferenciadas, levando a uma alteracao
hematoldgica e consequente esplenomegalia (LUSKIN; DEANGELO, 2018). A proteina
alterada é responsavel pela desregulacdo da divisdo celular e avanco da neoplasia

(GODOY, 20186).

A translocacdo resultante codifica proteinas que diferem de tamanho, em funcéo
do local de clivagem do gene BCR. Os tamanhos variam entre 190, 210 e 230 KD. A
proteina de 230 KD ¢é responsavel pela maioria das anormalidades fenotipicas na fase

cronica (MORALES et al., 2010).

As proteinas de tamanhos diferentes sdo originadas pelos distintos pontos de
quebra dos genes envolvidos na translocacdo 9;22. Como resultado, tem-se a formacéo
de diferentes transcritos para o gene BCR: maior (M-bcr), menor (m-bcr) e p-ber. Os
diferentes pontos de quebra s@o expressos pela nomenclatura que consiste em um par
alfanumerico. O primeiro par refere-se ao exon do gene BCR que se funde ao segundo
exon do ABL. O M-bcr possui os exons da regido bl a b5; os exons da m-bcr de el, e2,
el’ e e2’e os exons do p-ber de e19 e e20. Na LMC o gene hibrido BCR-ABL é resultado
da juncdo b3a2 ou b2a2 que codifica a proteina de fusdo de 210 KDa (p210). Alguns
pacientes possuem os transcritos ela2 (p190), comumente encontrada em criangas com
Leucemia Linfoide Aguda (LLA) e em alguns casos em adultos. Os transcritos p210

podem ser encontrados também na Leucemia Mieloide Aguda (LMA) Philadelfia
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positivo. A juncdo el9 e e20 raramente ocorre na LMC e origina a proteina p230

(CARVALHO, 2011).

A caracteristica molecular apresentada por cada paciente ocasiona manifestaces
clinicas distintas. O paciente que possui 0 BCR-ABL p210 (mais comumente encontrada)
apresenta o quadro classico, entretanto, os pacientes que apresentam o BCR-ABL p190
possuem um maior numero de mondcitos. Ainda, 0s pacientes que possuem a alteracéo

p230 possuem rara variante neutrofilica (BORTOLHEIRO; CHIATTONE, 2008).

O cromossomo Filadelfia também é encontrado em outras leucemias, como por
exemplo a leucemia linfoblastica aguda, 5% em pacientes infantis de 25% em adultos. A
translocacdo de material genético entre os genes ABL (Abelson Murine Leukemia) no
cromossomo 9 e o0 gene BCR (Breakpoint Cluster Region) no cromossomo 22, forma o
gene quimérico BCR-ABL, que na LMC é encontrado em todas linhagens celulares
hematopoiéticas, porém em menor frequéncia nas células B e T (BARBOZA et al., 2000;

SINGH et al., 2009).
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Figura 1 — Gene Hibrido BCR-ABL. Fonte: BARBOSA, 2015.

O cromossomo Filadélfia (presente em cerca de 95% dos casos) foi descrito nos

pacientes com LMC pela primeira vez em 1960 e o gene hibrido BCR-ABL em 1984.
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Estima-se que em 2016 o numero de oObitos foi de 10.070 pessoas, sendo 5.540
homens e 4.530 mulheres no Brasil (DE AZEVEDO et al., 2017). Este numero
acompanha as pesquisas que indicam a ocorréncia principalmente em homens na idade
adulta, na faixa de 50 a 55 anos, ndo sendo identificado até os dias de hoje a causa, porém
sabe-se que a frequéncia entre 0s expostos a radiacdo, como no caso dos sobreviventes
aos ataques a bomba durante a Segunda Guerra Mundial e individuos expostos ao

benzeno € significante (BOLLMANN; GIGLIO, 2011).

Alguns pacientes sdo assintomaticos (cerca de 20 a 45%) no momento do
diagnostico, porém manifestacdes de hipercatabolismo que incluem febre, fadiga,
fraqueza, dores de cabeca, irritabilidade, suor noturno e perda de peso podem ocorrer,
bem como esplenomegalia (aumento do baco) e hepatomegalia (aumento do figado),

sendo este menos comum (BERGANTINI et al., 2005; BOLLMANN; GIGLIO, 2011).

A doenca possui trés fases distintas: Fase Cronica (FC), Fase Acelerada (FA) e
Fase Blastica (FB). A fase cronica é caracterizada pela proliferacdo clonal intensa da
linhagem granulocitica, mantendo sua capacidade de diferenciacdo, portanto, a doenca
pode ser controlada nesta fase de maneira efetiva. Os achados hematol6gicos incluem
leucocitose com desvio a esquerda, podendo ser encontradas células imaturas como
mieloblasto, promielocito, mielocito e metamielocito; basofilia e eosinofilia e discreta
anemia. A fosfatase alcalina intra leucocitaria encontra-se abaixo do normal em 90% dos
pacientes na fase cronica, tornando-se elevada na fase acelerada e crise blastica. Achados
clinicos incluem esplenomegalia e hepatomegalia. O ndo tratamento durante esta fase
favorece a progressdo para fase acelerada e posteriormente para fase blastica. Mesmo
com a auséncia de sintomas, a transicdo da FC para FA é subclinica, portanto a
monitorizacdo laboratorial do paciente € necessaria para verificar qualquer indicio de

avanco da LMC (BORTOLHEIRO; CHIATTONE, 2008).
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Figura 2 — Exemplar de lamina de paciente com LMC na fase cronica. Nesta figura, €

possivel observar-se neutrofilia, basofilia e desvio a esquerda com frequente mieldcitos e

metamieldcitos. Fonte: (HANLON; COPLAND, 2017)

A fase acelerada pode instalar-se apds periodo variavel, sendo caracterizada pelo
aumento de blastos na medula dssea e sangue periférico, bem como leucocitose e
basofilia, anemia e trombocitopenia. A partir desta fase, o paciente tende a ser nao
responsivo a terapia convencional utilizada na fase anterior e pode haver progressao da
hepato-esplenomegalia. Por fim, a fase blastica ou crise blastica é definida pela contagem
superior a 20% de blastos leucémicos (linfoides ou mieloides) no sangue periférico e ou
medula dssea. A fase blastica possui um mau prognoéstico, podendo evoluir para o dbito
em poucos meses (BERGANTINI et al., 2005). Nas fases avancadas, FA e FB, hd uma

reducdo da maturacéo celular, predominando o desvio a esquerda escalonado.
2.3 Diagnostico e controle da doenca

Os critérios para o diagnostico incluem contagem sanguinea, que apresenta
leucocitose (>25.000/uL), podendo haver também trombocitose; contagem diferencial de
granuldcitos imaturos; detecgdo do cromossomo Filadélfia resultante da translocacgéo,

e/ou rearranjo BCR-ABL no sangue periférico ou medula dssea. O cromossomo
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Filadelfia pode ndo ser detectado, por isso a confirmacéo é realizada através de estudo
citogenético e /ou teste molecular (Polymerase Chain Reaction — PCR ou Fluorescence
In Sito Hybridization — FISH), com o achado do gene hibrido BCR-ABL (QUINTAS-

CARDAMA; CORTES, 2006).

O mielograma € realizado para confirmacéo do diagnostico e consiste em uma
puncao da medula 6ssea, sendo esta realizada na crista iliaca ou no esterno. Neste exame,
sdo investigados marcadores celulares presentes na membrana e no citoplasma de células

leucémicas, distinguindo o subtipo de leucemia (LAGO; PETRONI, 2017).

O diagndstico da LMC pode ser realizado em cada uma das trés fases, porém
comumente é realizado na fase crénica. Os critérios de diagnostico estabelecidos pela

OMS incluem em cada fase, respectivamente (BORTOLHEIRO; CHIATTONE, 2008):
e Fase cronica

Valores inferiores a 10% de blastos no sangue periférico ou medula 6ssea; menos
de 20% de basdfilos no sangue periférico e contagem de plaquetas maior ou igual a 100

x 10%/L. todos esses critérios devem estar presentes caracterizando a fase cronica.
e Fase acelerada

Presenca de até 20% de blastos no sangue periférico ou medula dssea e valores
iguais ou superiores a 20% de baséfilos no sangue periférico. As plaquetas possuem
contagem superior a 1000 x 10%L n&o responsivo a terapia ou menor que 100 x 10°%/L ndo
relacionado ao tratamento. Possui esplenomegalia, leucocitose sem resposta a terapia,
citogenética em evolucdo clonal, proliferacdo de megacariocitos e fibrose. Para
determinar o diagnostico desta fase da LMC € necessario pelo menos atender a um destes

critérios.
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e Fase blastica

A fase bléstica € caracterizada por no minimo 20% de blastos no sangue periférico
ou medula déssea. Apos realizacdo de bidpsia da medula sdo encontrados grandes focos
ou aglomerados de blastos e proliferacdo de blastos extra medular (exceto bago). A fase

blastica é determinada pela presenca de um ou mais dos critérios citados.

O controle da LMC ¢ realizado através da realizacdo do caridtipo até o
desaparecimento do cromossomo Ph, além de testes moleculares quantitativos de BCR-
ABL. O acompanhamento do cariotipo deve ser realizado anualmente, até em casos em
que este ja possua resultado negativo, no sentido de que se houver evolucgéo clonal, esta
seja detectada o mais rapido possivel. A deteccdo de evolugdes clonais pode indicar a

iminéncia de uma crise blastica (HAMERSCHLAK, 2008).
2.4 Tratamento da LMC e uso do Imatinibe

As terapias utilizadas para o tratamento da LMC incluiam comumente
quimioterapia com hidroxicarbamida, interferon-alfa (IFN-ca), bissulfano ou citarabina,
infusdo linfocitaria (DOBBIN; GADELHA, 2002). Entretanto, nenhum destes
medicamentos possuia a¢do sobre o cromossomo Philadelfia, impossibilitando assim o

curso natural da doenga (BOLLMANN; GIGLIO, 2011).

A hidroxiureia ainda € utilizada em um curto espaco de tempo no manejo da LMC,
até que o diagnostico seja confirmado, sendo substituida pelo Mesilato de Imatinibe (M1).
O interferon-alfa é o medicamento de escolha na terapia de mulheres gravidas, uma vez

que o MI nZo é indicado para uso durante a gravidez (REGO, 2014).

O transplante alogénico de células tronco hematopoiéticas comegou a ser

realizado em 1980 sendo reconhecido como a primeira alternativa curativa da LMC e o0s
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pacientes que apresentavam recidiva eram tratados com infuséo de linfocitos do doador.
A partir de 1990, o transplante de medula dssea torna-se o tratamento de escolha para
pacientes leucémicos com menos de 50 anos. Os que ndo eram elegiveis eram tratados
com IFN associado ou ndo a citarabina. A descoberta da proteina BCR-ABL em 1986
possibilitou uma fase de estudos com desenvolvimento de novas drogas, com alvo
molecular estabelecido, tornando-se a primeira doenca a ser referenciada como possuindo

uma “terapia-alvo” (BOLLMANN; GIGLIO, 2011).

A descoberta do mecanismo de agdo da tirosino quinase alterada propiciou o
surgimento de novos alvos terapéuticos que permitem controlar a progressdo da doenca.
A proteina tirosino quinase fisiologicamente se liga com o trifosfato de adenosina (ATP)
e transfere fosfato para residuos de tirosina em proteinas especificas. Na LMC, a proteina
quinase € ativada pelo oncogene BCR-ABL e realiza sua funcdo, porém de modo
anormal, portanto o blogueio dessa ligacdo com o ATP é fundamental para a interrupcéo

das etapas subsequentes (DE AZEVEDO et al., 2017)

A descoberta dos inibidores da tirosino quinase (ITK) revolucionou o tratamento
da LMC, e estes tornaram-se referéncia na terapia. O Ml foi demonstrado por Druker e
colaboradores em 2001 como primeiro inibidor seletivo de tirosino quinase
constitutivamente ativo, tornando-se um medicamento extremamente bem tolerado e
efetivo na LMC. Estudos subsequentes confirmaram a melhoria da qualidade de vida dos
pacientes em comparacdo aos tratamentos utilizados anteriormente (LUSKIN;
DEANGELO, 2018). Além do M, posteriormente surgiram os ITKs de segunda geracao,
sendo estes — nilotinibe, dasatinibe e bosutinibe, farmacologicamente mais potente e

utilizados em casos de resisténcia (ALMEIDA et al., 2009).
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A indicacdo do tratamento com o imatinibe é apenas para adultos, e este é
reconhecido pelos orgaos internacionais como FDA e The European Agency for the
Evaluation of Medicine Produtcs (EMEA). Pacientes menores de 18 anos ndo devem
fazer uso do medicamento, segundo a Comissdo Nacional de Etica e Pesquisa do
Conselho Nacional de Saude. O uso do mesilado de imatinibe para o tratamento da LMC

Philadelfia positivo foi aprovado pelo FDA em 2006 (TORRIANI, 2008).

O MI é o principal farmaco de escolha para o tratamento da LMC. E administrado
por via oral em forma de comprimido, geralmente na dose de 400 mg diaria e, em estagios
avancados, de até 600 mg. O agente é rapidamente absorvido pelo intestino e a
concentracdo plasmatica atinge o valor maximo de 0,19mg/dL em um intervalo de duas
a quatro horas e a meia vida é de aproximadamente dezoito horas. Cerca de 68% do

farmaco € excretado nas fezes e 13% na urina (TORRIANI, 2008).

O metabolismo do farmaco é realizado pelo citocromo P450, mais amplamente
pela CYP3A4 e CYP3AS5, bem como apresenta alta ligagéo proteica, principalmente com
a albumina (JOSEPHS et al., 2013; KASSOGUE et al., 2014; RICO et al., 2013). Dentre
0s metabolitos ativos o principal encontrado é o N-desmetilimatinibe (10 a 15% do
imatinibe administrado). Estudos sugerem a investigacdo da distribuicdo celular deste

metabdlito e interagdo com transportadores da familia ABC (MLEJNEK et al., 2011).

Ap0s administracdo oral, o MI é absorvido e interage com a glicoproteina P (P-
gp) na membrana das células epiteliais do intestino, sendo transportado para o limen
intestinal. Ao chegar no figado o farmaco é transportado para os hepatdcitos pelo
transportador de cations organicos 1 (OCT1), onde pode ser metabolizado em N-
desmetilimatinibe pelo citocromo hepético P450 (CYP) 3A4. Uma por¢do do Ml e N-

desmetilimatinibe € entdo glucuronizado em O ou N-glucuronideos por UDP-
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glucuronosiltransferases. O transporte dos hepatécitos para a bile ocorre através da
proteina de resisténcia ao cancer de mama (BCRP), que esta localizada na membrana
apical do hepatocito. Os glucuronideos de MI e N-desmetilimatinibe sdo excretados na
bile e podem ser recirculados e reconvertidos na circulacdo enterohepética ao Ml e ao N-
desmetilimatinibe pelas glicuronidases bacterianas do colon. A biodisponibilidade oral

do Ml é de 98,3% (TAKAHASHI; MIURA, 2011). A via € demonstrada na Figura 3.
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Figura 3 — Representacdo do transporte e metabolismo do MI. Fonte: (TAKAHASHI,

MIURA, 2011).

Os medicamentos utilizados em associacdo que possuam perfil indutor ou
inibidor enzimatico podem modificar os niveis plasmaticos do farmaco, interferindo na
acdo do mesmo. Farmacos que sdo indutores enziméticos como a dexametasona,
carbamazepina, fenitoina e fenobarbital diminuem o nivel plasmatico do MI, e os
inibidores enziméticos, aumentam a concentracdo da substancia no plasma. Dentre 0s
inibidores estéo a eritromicina, azitromicina, cetoconazol, amiodarona e fluoxetina. A
concentracdo plasméatica do MI deve ser estabelecida durante a terapia para fornecer
dados importantes ao tratamento, como niveis abaixo da concentragdo minima efetiva,

que ocasionariam uma falha na resposta ou niveis acima da concentracdo méaxima
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tolerada, com toxicidade prejudicial ao paciente. Portanto, 0 monitoramento do farmaco
é imprescindivel durante o tratamento para identificar fatores que possam influenciar sua
acao, verificando se ha interacdo medicamentosa ou até mesmo nédo adesdo a terapia, que

é refletido na concentracdo plasmatica do medicamento (PAGNANO, 2008).

Segundo Aquino e colaboradores (2009), o farmaco é um inibidor especifico e
potente de todas as quinases relacionadas ao ABL. O agente compete pelos sitios de
ligacdo da enzima BCR- ABL tirosino quinase com o ATP, inibindo a fosforilacdo da
tirosina das proteinas envolvidas na transducdo do sinal BCR-ABL. Além da alta
especificidade para o BCR-ABL, o imatinibe também possui a¢do no receptor do fator de
crescimento plaquetario e o receptor C-Kit tirosina-quinase, responsavel pela proliferacdo
de tumores do estroma gastrointestinal (GIST). A substancia causa reducdo da

proliferacdo tumoral e aumento da apoptose.

O tratamento com o grupo terapéutico vem progressivamente substituindo o
transplante de medula 6ssea e este atualmente ndo € mais a primeira escolha no manejo
clinico da neoplasia. O alotransplante somente € indicado para 0s casos em que O
tratamento é insatisfatorio frente aos ITK, ou em casos em que ocorrem resisténcia

(ALMEIDA et al., 2009).

A resisténcia ao tratamento pode estar associada a novas anormalidades
citogenéticas, superexpressdo do BCR-ABL, evolugdo clonal e mutagdes do ABL
(HAMERSCHLAK, 2008). Pode ser do tipo priméaria ou secundaria. Na primaria, o
paciente ndo apresenta resposta desde o inicio do tratamento, enquanto na resisténcia
secundaria, o paciente inicialmente apresenta resposta, porém € perdida ao longo da
evolugdo. Os mecanismos de resisténcia podem ser dependentes ou ndo do BCR-ABL

(BOLLMANN; GIGLIO, 2011; SOUZA et al., 2013). Os mecanismos de resisténcia ao
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tratamento com MI independentes do receptor BCR-ABL podem ser decorrentes de
processos farmacocinéticos, como falhas no mecanismo de absorcdo, vias de
metabolismo, interacdo com outros farmacos e alteraces nas concentracfes plasmaticas

do farmaco no sitio de acdo (MORALES et al., 2010).

De acordo com Baccarani e colaboradores (2009), a resposta terapéutica pode ser

de trés tipos: Resposta Hematologica, Citogenética e Molecular conforme o quadro 1.

Resposta Resposta Resposta
Hematoldgica Citogenética Molecular
Completa (RHC): Completa (RCC): Ph+ 0%  Completa (RMC):
Leucécitos < 10x10°/L, transcritos BCR-ABL sdo

basofilos < 5%, plaquetas ~ Parcial (RCP): Ph+1%-35%  indetectaveis.

<450x10°/L, auséncia de

mieloblastos, bago nio Menor (RCMe): Ph+ 36%-  Maior (RMM): razdo

palpavel. 65% BCR-ABL < 0,1%.

Minima (RCMi): Ph+ 66%-

95%

Nenhuma; Ph+ > 95%

Quadro 1 — Definicdo da resposta terapéutica na leucemia mieloide cronica (LMC).

A variacdo da resposta do paciente ao tratamento, tanto no tempo para alcancar a
remissdo bem como a reducdo da quantidade de transcritos, faz necesséaria a

monitorizacdo destas condigdes. Fatores correspondentes ao proprio paciente,
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relacionados a farmacocinética ou até mesmo inerentes a leucemia, podem interferir na

acao do farmaco (CHAUFFAILLE, 2008).
2.5 Monitorizacdo terapéutica do Ml

O termo monitorizacdo terapéutica refere-se a uma ferramenta disponivel na
medicina utilizada para otimizar o tratamento do paciente. Consiste em um processo que
propde o ajuste de dose de um medicamento baseado nas informagdes de concentragdes
plasméticas no estado de equilibrio, visando sempre a melhor resposta terapéutica e
menor incidéncia de efeitos adversos. Assim sendo, deve ser empregado adicionalmente

a observacao clinica (FERNANDEZ et al., 2009; STORPITIS et al., 2011).

A monitorizacdo apds inicio do tratamento com MI deve ser realizada através de
analises de hemograma, citogenéticas e moleculares com implicacbes prognosticas
(BOLLMANN; GIGLIO, 2011). A European LeukemiaNet recomenda avaliacdo
molecular, por PCR, a cada trés meses, até atingir a RMM. Ja a resposta citogenética,
consiste na andlise do cari6tipo nos meses 3, 6 e 12 apds inicio do tratamento até que a

RCC seja alcancada (BACCARANI et al., 2013).

A falha no tratamento medicamentoso pode ser também ocasionada pela nao
adesdo terapéutica, uma vez que a adesdo ao tratamento é fundamental para o
gerenciamento de uma doenca cronica. Segundo a World Health Organization (WHO,
2003) adesd@o ao tratamento consiste em “a medida com que o comportamento de uma
pessoa — tomar sua medicacgéo, seguir dieta e/ou mudar estilo de vida — corresponde as
recomendagdes de um profissional de saude”. Apesar da importancia salientada pelos
profissionais de satde no cumprimento de orientacdes relacionadas a terapia, 0s pacientes
em muitos casos as desconsideram. A baixa adesdo ao tratamento de doencas cronicas

consiste em um problema de saide mundial e a possui a expressiva taxa de 50% de néo
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adesdo em tratamentos de longo prazo em paises desenvolvidos. Em paises em

desenvolvimento estas taxas sdo ainda maiores.

Alguns fatores podem influenciar negativamente na adeséo ao tratamento, dentre
eles os relacionados ao paciente (sexo, idade, etnia, estado civil, escolaridade e nivel sécio
econémico); a doenca (cronicidade, auséncia de sintomas e consequéncias tardias); as
crencas de salde, habitos de vida e culturais (percepcdo da seriedade do problema,
desconhecimento, experiéncia com a doenca no contexto familiar e auto estima); ao
tratamento no que tange a qualidade de vida do paciente (custo, efeitos indesejaveis,
esquemas terapéuticos complexos) ou até mesmo fatores relacionados a instituicdo de
salde em que esta terapia é realizada ou orientada, como filas de espera, entrega do
medicamento e acesso ao servico de salde. Portanto, identificar estes obstaculos podem
influenciar de maneira direta na adesao do paciente ao tratamento e na resposta clinica da

doenca (GUSMAQ; MION-JR, 20086).

Segundo Noens e colaboradores (2009), de um total de 202 pacientes, apenas
14,2% eram perfeitamente aderentes ao tratamento com MI. Larson e colaboradores
(2008) sugerem que uma adequada concentracdo plasmatica de M1 é importante para uma
resposta clinica eficiente. Estudos realizados com 60 pacientes com LMC em uso de Ml
no INCA em 2011, mostrou que 33% dos pacientes ndo tinham adesdo ao tratamento com

MI (PEDROSO et al., 2011).

Visando a otimizacdo da terapia, a monitorizacdo terapéutica € uma nova
estratégia eficiente para obtencdo de melhor e maior resposta clinica ao tratamento. As
concentragdes plasmaticas do farmaco detectadas no vale (intervalo entre duas dosagens)

devem estar acima de 1000 ng/ml para apresentarem uma resposta terapéutica Otima
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(RCC e RMM). Em vista disso, a monitorizacdo do MI é de extrema importancia para

pacientes que nao apresentam resposta clinica efetiva (MARTINS et al., 2011).

A investigacdo quanto a presenca de polimorfismos adicionais que possam
favorecer o aparecimento de canceres ou até mesmo em enzimas ou transportadores que
possam afetar as concentragfes plasmaticas de antineoplasicos sdo informacoes
importantes que podem ser incluidas na monitorizacdo dos farmacos utilizados nestes
tratamentos. O perfil polimérfico do CYP3A4 e a possibilidade de interacdes
medicamentosas favorecendo a inducdo ou inibicdo destas enzimas faz com que a
monitorizacdo do MI seja necessaria e com resultados positivos para o tratamento e
sobrevida do paciente, uma vez que a resisténcia ao tratamento pode estar associada

também a alteracdes farmacocinéticas (AJIMURA, 2010).

2.6 Fatores que podem influenciar nas concentrages plasmaticas do farmaco

A resisténcia ao MI pode estar correlacionada principalmente a polimorfismos
genéticos nas enzimas do citocromo P450 (CYP) e nos transportadores envolvidos na
farmacocinética. A concentracdo plasmatica pode ser alterada pela variabilidade genética

dos pacientes com LMC em tratamento com MI (SEONG et al., 2013).

Alguns mecanismos de resisténcia foram propostos além dos ja elucidados como
mutacdes no dominio BCR-ABL e superexpressao da oncoproteina BCR-ABL, sendo
estes relacionados a resisténcia secundaria ou adquirida. A resisténcia intrinseca do
farmaco pode estar relacionada ao efluxo rapido do MI de células hematopoiéticas,

diminuindo sua agdo (VILLUENDAS et al., 2006).

A resposta terapéutica hematoldgica, citogenética ou molecular pode ser
influenciada por diversos fatores conferindo uma resposta sub-6tima. Polimorfismos

genéticos acarretam aos individuos respostas distintas a abordagem terapéutica utilizada.
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Essas variacOes interindividuais interferem diretamente no prognostico do paciente, e
dentre estas o polimorfismo no transportador BCRP codificado pelo gene ABCG2 parece
ser o mais influente na exposicdo ao MI, pois este atua como substrato para BCRP

(SEONG et al., 2013; TAKAHASHI; MIURA, 2011).

O transportador BCRP (ABCG2), ou proteina de resisténcia ao cancer de mama,
pertence a superfamilia ABC (ATP binding cassete) de transportadores de membrana. O
BCRP e a glicoproteina-p (ABCB1) constituem o0s principais transportadores da
superfamilia ABC e sdo responsaveis pelo efluxo de grande quantidade de moléculas,
cujo transporte é realizado através de sua atividade ATPase. Estas proteinas estdo
relacionadas a mecanismos de resisténcia a multiplos farmacos, principalmente aos
farmacos antineoplasicos. O BCRP é mediador de resisténcia a fArmacos no tratamento
de varios canceres, como o de mama, colon, estbmago, pulmédo, ovario e melanomas.
Estudos demonstraram que variacbes na expressdo do BCRP alteram os efeitos
antitumorais do gefitinibe, um inibidor da tirosino quinase EGFR utilizado no tratamento

de cancer de pulméo (GOMES, 2015).

Sabe-se que estes transportadores influenciam nos processos farmacocinéticos de
alguns farmacos, e a identificacdo de polimorfismos nestes transportadores permitiu a
compreensdo dos mecanismos de algumas doencas, de respostas farmacologicas variadas,
além de efeitos adversos antes nédo esclarecidos. A atividade da proteina transportadora
pode ser afetada por polimorfismos genéticos, interacbes medicamentosas mediadas por
transportadores e interacdo alimento-transportador, que podem alterar diversos
parametros farmacocinéticos como o volume de distribuicdo, meia-vida, area sob a curva

e depuracdo (MARTINS et al., 2011).

35



Além disso, ndo somente as mutacbes nos transportadores podem alterar a
concentracdo plasmatica dos farmacos. A variabilidade genética nas enzimas
responsaveis pelo metabolismo de farmacos (citocromo P450) desempenham papel
fundamental na respectiva resposta do paciente ao medicamento utilizado. Recentemente,
demonstrou-se a influencia do polimorfismo na CYP2B6 em respostas clinicas e
citogenéticas em pacientes com leucemia mieloide cronica resultado da incapacidade
funcional da enzima, que altera a biotransformacéo de xenobioticos (KASSOGUE et al.,

2014).

A desmetilacdo hepatica do MI gera o principal metabdlito menos potente
denominado N-desmetil imatinibe (NMDI). A inativacdo do farmaco e biotransformacéo
a NMDI é um processo importante e possivelmente esta relacionado a variacao da relacédo
dose-concentracdo plasmatica entre os pacientes. Estudos in vitro demonstraram que o
MI é metabolizado pelo CYP3A4 e CYP2C8 com provavel mecanismo baseado na
inibicdo da CYP3A4, sendo a CYP2C8 principal enzima envolvida na N-desmetilagdo do
farmaco. Portanto, a investigacdo de polimorfismos nas enzimas do citocromo consiste
em um forte indicio para predizer diferentes prognosticos na LMC (BARRATT et al.,

2017).

Além das particularidades genéticas do paciente, fatores relacionados as
propriedades farmacocineticas (absorcao, distribuicdo, metabolismo e excrecéo), idade,
género, funcdo hepatica e renal, peso corporal, interacdes medicamentosas e adesdo ao
tratamento podem estar relacionadas aos niveis plasmaticos do MI e resisténcia no
respectivo paciente (KOREN-MICHOWITZ et al., 2012; LANKHEET et al., 2014;

MIURA, 2015).
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Estudos correlacionam a concentracao plasmatica do MI mensuradas no vale com

a resposta terapéutica dos pacientes, alguns destes sdo demonstrados na Tabela 1 abaixo:

Pacientes  Imatinibe Co Correlagéo com
Referéncias

(n) ng/ml Resposta Clinica
Picard et al. (2007) 50 1058 + 557  Sim (RCC e RMM)
Larson et al. (2008) 351 979+530 Sim (RCC)
Singh et al. (2009) 400 700 £ 2340  Sim (resposta clinica)
Koren-Michowitz et al. (2012) 191 1070 £ 686 Sim (RCC)
Faber et al. (2012) 131 960 +314 N&o (RCC e RMM)

Tabela 1 — Estudos de correlacdo entre concentracdo plasmatica e resposta terapéutica

A monitorizacdo terapéutica na quimioterapia pode fornecer dados importantes

para o tratamento do paciente. As concentracdes plasmaticas devem ser adequadas para

uma resposta 6tima ao tratamento, e estas podem ser influenciadas por caracteristicas

individuais quanto a farmacocinética ou até mesmo variabilidade genética

interindividual. A pesquisa de polimorfismos em enzimas e transportadores responsaveis

pela acdo do farmaco é de grande auxilio na monitorizacéo e definicdo do tratamento

adequado para cada paciente. Portanto, o objetivo desse trabalho foi determinar as

concentracdes plasmaticas dos pacientes e correlacionar os dados obtidos com

informacdes relacionadas ao tratamento, adesdo terapéutica e tipos de respostas na LMC.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo Geral

Avaliar os niveis plasméticos do mesilato de imatinibe em portadores de leucemia

mieloide crdnica atendidos em uma unidade de referéncia da cidade de Manaus e

correlaciona-los as varidveis que possam interferir nestes niveis.

3.2 Objetivos Especificos

a)

b)

d)

Registrar os dados clinicos e séciodemogréaficos dos pacientes que fazem
uso de Ml;

Estimar a adesdo dos pacientes ao tratamento com mesilato de imatinibe;
Determinar as concentracdes plasmaticas do farmaco;

Investigar a ocorréncia de polimorfismo do gene ABCG2 relacionado a
disposicdo cinética do farmaco;

Relacionar a associacdo dos fatores elencados com niveis plasmaticos e a

resposta ao tratamento.
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4. Metodologia

4.1Tipo de Estudo

Tratou-se de um estudo analitico-observacional com corte transversal.

4.2 Local de Estudo

O recrutamento dos pacientes e a coleta de dados e das amostras de sangue foram
realizados no ambulatério e farmécia da Fundacdo Hospitalar de Hematologia e
Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM). O material biologico foi processado e analisado
no Laboratério do Nucleo de Estudos em Farmacocinética da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade Federal do Amazonas. As analises moleculares foram
conduzidas no Laboratério de Biologia Molecular da Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas da Universidade Federal do Amazonas.

4.3 Populacéo de Estudo

A populacdo do estudo foi composta por pacientes com LMC em tratamento com

MI cadastrados no HEMOAM.

4.4 Tamanho da Amostra

Setenta e quatro pacientes com idade igual ou superior a 18 anos com LMC em
uso de MI cadastrados e em tratamento no HEMOAM foram convidados a participar do
estudo, dos quais cinquenta e dois pacientes atendiam ao critério de incluséo e aceitaram

a participar da pesquisa.

4.5 Critérios de Incluséo

e Pacientes diagnosticados com LMC cadastrados e em tratamento no HEMOAM,;
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e Pacientes em uso de MI no minimo 3 meses;

Ter idade igual ou superior a 18 anos.

4.6 Critérios de Exclusdo

Né&o ser capaz de compreender e responder as questdes do questionario;

Paciente gestante;

Paciente indigena.

4.7 Plano de Recrutamento

Os pacientes com LMC sdo rotineiramente atendidos em consulta médica no
HEMOAM a cada 3 meses. Essa consulta ocorria preferencialmente pelo periodo

matutino.

O pesquisador deste estudo realizou parceria com os médicos assistentes que
realizam o atendimento aos pacientes com LMC. Inicialmente, o pesquisador fez uma
explanacdo da natureza da pesquisa para 0os médicos e estes durante a consulta com 0s
pacientes, mostraram a importancia desta pesquisa. Assim sendo, logo ap6s a consulta do
paciente, o médico informou o paciente da existéncia da pesquisa e perguntou do paciente
se ele aceitava conversar com o pesquisador que, explicou-lhe os detalhes da pesquisa,

logo em seguida sendo direcionado & uma sala reservada.

O paciente chegando a essa sala, o pesquisador se identificou-se com seu nome e
instituicdo a qual a pesquisa esta vinculada. O paciente foi convidado a participar do
estudo e o pesquisador explicou-lhe o conteudo da pesquisa, seus objetivos, a
metodologia a ser aplicada, sua importancia, que sua participacdo é voluntaria e que o

paciente poderia se retirar da pesquisa a qualquer momento e sem qualquer tipo de
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prejuizo a sua pessoa, elucidou-se seus riscos e beneficios e garantia de sigilo dos

participantes.

Ap0s paciente compreendendo e aceitando participar do estudo, ele recebeu duas

vias do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, que continha todas as informacdes

necessarias da pesquisa, que foi lido e ao concordar, o paciente o assinou, sendo uma via

entregue ao paciente e outra via arquivada pelo pesquisador. Primeiramente o paciente

foi convidado a responder um questionario com questdes diversas. Em seguida, foi

coletada amostra sanguinea. Para melhor elucidacdo, o plano de recrutamento pode ser

visualizado no fluxograma contido na Figura 4.

Paciente com LMC

l

Consulta médica de rotina no HEMOAM

O médico encaminha paciente para sala separada

Sala com o pesquisador

- Pacicnte convidado a participar da pesquisa

v

MNio aceita participar

v

Aceita participar

v

l

Assina o TCLE (2 wias)

Paciente liberado

v

Aplicagdo do questionério

v

Coleta da amostra sanguinca

v

Paciente liberado

Figura 4 — Fluxograma do plano de recrutamento de pacientes empregado neste estudo
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4.8 Instrumento de Coleta de Dados

O instrumento de coleta de dados realizado foi um questionario, conforme modelo
adaptado de Barbosa (2015), constante no Anexo V. O questionario conteve cinco

topicos, sendo eles:

- Caracteristicas do Paciente.

- Informacdes do Medicamento.

- Adesdo Terapéutica.

- Caracteristica da Doenca.

- Retirada do Medicamento na Farmacia.

4.9 Coleta de Dados

Antes da aplicacdo do questionario, o pesquisador explicou o0s objetivos da
pesquisa € 0 entrevistado teve livre arbitrio para decidir em participar do presente
trabalho. Os que concordaram em participar, assinaram o TCLE (Anexo V), em duas

vias, ficando uma em seu poder.

A coleta de dados foi feita por meio da aplicacdo do questionario em uma sala
separada, pelo préprio pesquisador deste trabalho aos pacientes com LMC em uso de MI.
Neste questionario, o0s topicos de caracteristicas do paciente, informacbes do
medicamento e adesao terapéutica foram obtidos por meio de informacdes autorreferidas
pelo préprio paciente. Nesta primeira parte do questionario, contém dados socio-
demogréaficos, econdmicos, comportamentais do paciente frente ao medicamento e dados

obtidos pela aplicacdo do MMAS — Morisk Medication Adherence Scale, composto por
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oito itens e aborda varios aspectos do comportamento aderente do paciente (MORISKY,
1986). Este é um método indireto da avaliacdo da adesdo terapéutica e inclui 8 questdes,

avaliadas de acordo com uma escala de pontuacao. As questdes sao:
- O Senhor (a), as vezes, esquece de tomar seus comprimidos?

- Pensando sobre as ultimas duas semanas, houve algum dia em que o senhor (a) ndo

tomou seu medicamento?

- Alguma vez o senhor (a) interrompeu ou parou de tomar seu medicamento sem informar

ao medico, porque se sentiu pior quando tomava?
- Quando viaja ou sai de casa, as vezes o0 senhor (a) esquece de levar a medicamento?
- O senhor (a) tomou seu medicamento ontem?

- Quando o senhor (a) sente que seu problema de salde esta sob controle, as vezes para

de tomar seu medicamento?
- O senhor (a) ja sentiu incdbmodo ao tomar o medicamento todos os dias?

- Com que frequéncia o senhor (a) tem dificuldade em lembrar de tomar todos os seus

medicamentos?

(A) Nunca/Raramente
(B) De vez em quando
(C) As vezes

(D) Geralmente

(E) O tempo todo
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(F) Néo respondeu

Para cada resposta “Ndo”, o paciente pontuou 0 no respectivo item. Para cada
resposta “Sim”, o paciente pontuou 1. O item 5, possui cotacdo reversa. Na questdo 8, o
paciente que respondeu o item “A” obtera pontuagdo 0, e o restante das alternativas,
pontuacdo 1. Apos a realizacdo dos célculos, a adesdo do paciente aos medicamentos foi

classificada em Grau de Adesdo, conforme Tabela:

Grau de Adesao Pontuacdo MMAS-8
Alta Adesdo 0

Média Adesdo la?2

Baixa Adesao 3a8

Tabela 2 — Grau de adeséao e pontuacgdo no Morisk Medication Adherence Scale-8.

O topico caracteristicas da doenca foi preenchido a partir de dados coletados do
prontuério do paciente, pois contém informacdes referentes ao historico de tratamento do
mesmo. Esse prontudrio foi disponibilizado para o pesquisador no dia da consulta e o
préprio pesquisador que preencheu esses dados, como inicio do tratamento, tempo de
tratamento, resposta terapéutica e efeitos adversos. O ultimo topico do questionario,
retirada do medicamento na farmaécia, o pesquisador dirigiu-se a farmacia do HEMOAM
para verificar as datas de dispensacdo do medicamento no Gltimo ano de tratamento e
preencheu os dados no questionario. Posteriormente, as informacfes coletadas foram
tabuladas em uma planilha do programa Microsoft Excel, apds o processo de dupla
checagem para a garantia da confiabilidade dos resultados. Os valores para resposta

terapéutica foram analisados conforme Tabela 1.
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4.10 Obtencéo e preparo das amostras

As amostras de sangue foram coletadas por meio de puncdo venosa, com auxilio
de escalpe e seringa descartavel, em seguida transferidas para um tubo de ensaio de 5 ml
contendo EDTA e identificados por codigo numérico. A coleta foi realizada pelo

pesquisador ou por um técnico capacitado do HEMOAM.

Para as analises moleculares, cinco mililitros de sangue venoso em EDTA, na
concentracdo de 1,5mg/ml + 0,25, foram coletados a vacuo. A amostra foi encaminhada
a Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal do Amazonas para
analises bioquimicas além de separacdo e congelamento para futura extracdo de DNA de

acordo com o protocolo do fabricante do Kit (QIAGEN) e futuras analises moleculares.

A coleta de sangue, assim como a entrevista, foi realizada ap6s a consulta do
paciente, na sala reservada para o estudo. A recomendacao consistia em que a coleta fosse
feita no momento da concentracdo do farmaco no vale, antes da préxima administracédo
do medicamento. O objetivo principal foi garantir um valor minimo de concentracdo
plasmatica do MI (PICARD et al., 2007). Como a maioria dos pacientes utilizam o
medicamento apos o0 almoco, as coletas foram realizadas pela parte da manha, para poder

atingir a concentracgdo no vale.

As amostras destinadas a dosagem plasmatica do MI foram armazenadas, apos a
coleta, em caixa térmica. No final de cada dia de coleta, 0 pesquisador processou as
amostras no laboratorio do Nucleo de Estudos em Farmacocinética da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal do Amazonas. No laboratorio as
amostras foram centrifugadas a 6000rpm por cinco minutos, separando o plasma. Em
seguida, todas as amostras de plasma foram armazenadas a — 70°C para andlise da

posterior de concentracdo plasmatica do MI (TEOH, 2010). O material permaneceu sob
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a guarda do pesquisador em biorrepositério transitorio, para uso restrito ao projeto e

depois de analisado, foi descartado.

4.11Analises Moleculares

O DNA genbémico foi isolado de leucdcitos a partir de 200uL de sangue,
utilizando-se o método direto QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN), conforme protocolo

do fabricante. O DNA foi armazenado a -20 °C até o momento das analises.

O polimorfismo para ABCG2 (421C>A), foi analisado pela técnica de PCR em
Tempo Real com respectiva sonda customizada junto a empresa Applied Biosystems (AU

et al., 2014; ADEAGBO et al., 2016).

4.12 Determinagdo da Concentracdo Plasmatica do Ml
A técnica utilizada para a quantificacdo do imatinibe no plasma sanguineo foi
HPLC-UV (High Performance Liquid Chromatography — UV), realizado no laboratério

da NePK-UFAM.

4.13 Anélise das Amostras

Para a analise das amostras, foi utilizado um método descrito na literatura
previamente validado (TEOH et al., 2010). Neste ensaio, foi empregado padréo analitico
de MI para a construcdo das curvas analiticas. Uma solucdo mae de MI foi preparada
pesando-se uma massa de farmaco correspondente a 10mg, utilizando uma balanca
analitica de preciséo, seguida de diluicdo em baldo volumétrico de 10ml com metanol,
obtendo uma solucédo de concentracdo 1mg/mL. A partir desta solucdo mée, foi preparada
a solucdo padrdo de M1 100ug/mL, diluindo 100ul da solugdo mae em 900ul de metanol
e posteriormente foi diluido para as concentragbes 1,0, 10, 50, 100, 250 ng/ml

representando os cinco pontos da curva, respectivamente.
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Adicionou-se 100 uL de metanol em 100 uL de amostra de plasma, agitou-se em
vortex por 1 min e centrifugou-se na velocidade de 15.000 rpm por 5 min & 4°C. Coletou-

se 100 uL do sobrenadante para analise.

O sistema cromatografico foi composto de fase moével agua:metanol:trietilamina
(64:35:1, v/viv) com pH ajustado para 4,8 utilizando &cido orto-fosforico (85%) e coluna
CN (4,6 x 150 mm, 5 um de tamanho de particula). As analises foram realizadas na vazdo
ImL/min, na temperatura de 25°C com detec¢do UV em 268 nm. O volume de 50 pL de

amostra foi injetado no sistema cromatografico.

Todas as amostras e restos biologicos do plasma foram descartados no final das
analises, seguindo as normas de biosseguranca e de acordo com a RDC n° 306/2004 que
dispde sobre o regulamento técnico para o gerenciamento de residuos de servigos de

saude.

4.14 Analise de parametros hematoldgicos

Para analise de parametros hematoldgicos adotou-se os valores de referéncia para
exames laboratoriais de hemograma da populacao adulta brasileira: Pesquisa Nacional de

Saude (ROSENFELD et al., 2019).

4.15 Anélise Estatistica

As concentracOes plasmaticas de MI foram avaliadas quanto a normalidade pelo
teste de Shapiro-Wilk. Aplicou-se analise univariada para descricdo da amostra. Para
variaveis continuas foram avaliadas medidas de tendéncia central (media e/ou mediana)
e as respectivas medidas de dispersdo (desvio padrdo); para variaveis categoricas foram

apresentadas porcentagens.
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Na analise bivariada, foram empregados teste T e ANOVA. O teste T de Student
ndo pareado foi utilizado para comparar os valores de concentracdo plasmatica entre as
variaveis dicotdmicas. Para fins de andlise estatistica, no caso da RMM e RHC, os
pacientes foram agrupados em dois grupos (sim e ndo). Foi empregada andlise de
variancia (ANOVA) para os testes estatisticos com mais de dois grupos. Na analise
multivariada, foi utilizada a analise de regressdo logistica binaria para identificar os
preditores para RMM. O nivel de significancia adotado para todas as analises foi de 5%

(p < 0,05). As analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa STATA.

4.16 Aspectos éticos

O projeto foi submetido & anélise e recebeu aprovacdo do Comité de Etica Em
Pesquisa da Fundacao Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas de acordo

com o parecer N°2.540.371 anexo.
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6. Conclusdo

Neste estudo, os niveis plasmaticos obtidos apresentaram alta variacdo e
embora a maioria dos pacientes apresentassem uma resposta hematologica
completa, apenas um percentual apresentou resposta molecular maior. Pode-se
comprovar que um fator importante que influencia esta concentracdo é a adeséo a
terapia pelo paciente. Ao realizar este trabalho, verificou-se que a alta adesao ndo
foi encontrada em sua grande maioria, portanto a porcentagem de ndo

respondedores possivelmente € associada a ndo adesdo ao tratamento.

A eficécia do Mesilato de Imatinibe é demonstrada em diversos estudos, sendo
comprovada pelo grande numero de pacientes que utilizam este medicamento por
longos anos e possuem um 6timo prognostico, impedindo que ocorra 0 avango

LMC para a fase acelerada e crise blastica.

Antes de substituir o medicamento para o de segunda ou terceira geracao é
necessario monitorar o paciente para fornecer dados reais da resposta clinica,
sendo assim, a utilizacdo da monitorizacdo terapéutica traz grandes beneficios
para a sobrevida do paciente. Portanto, concluiu-se que a monitorizacéo
terapéutica € uma ferramenta primordial para o sucesso de qualquer terapia

correlacionando os niveis plasmaticos e seus possiveis interferentes.
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Anexo | — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

¢F ™y Poder Executve y
- 4 Minlsténc da Educagdo {
w % Universidade Federal de Amazonas
ks - Faculdade oz Clénclas Farmactubcas
LSRR Nacleo ge Estudos em Farmasecinética LIFAM

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convidamos o {a) Sr (a) para participar da pesquisa inlitulada “Falores
associados 4s concentragdes plasmaticas do mesilalo de imatinibe em
pacienles com leucemia mieloide crdnica em Manaus”, sob a responsabilidade
do pesquisador |lger Rafael dos Santos Magalhfies. Muilos pacientes ndo
apresentam uma resposta lerapéulica esperada com o uso do medicamento
mesilato de imalinibe. A pesquisa & pioneira nesta drea no Eslado do
Amazonas e prelende avaliar os falores relacionados aos niveis plasmaticos de
imatinibe em portadores de leucemia mieloide crinica atendides no HEMOAM.

Sua participagio & voluntdria @ se dard por meio da aplicagio de
questiondrio que levara cerca de 5 minutos e coleta sanguinea realizadas apos
a consulta médica de rolina em uma sala separada, garanlinde sua
privacidade. O questiondric contém cinco campos, sendo gue o campo
referente ao paciente, campo de adesdo terapdulica e campo referenle ao
medicamento serd respondido pele Sr{a). Se o Sr{a) concordar em parlicipar
estard autorizando também o pesquisador a ler acesso ao Seu prontudrio
médico para buscar dades referentes 4 doenca e lambém deteclar as datas de
relirada do medicamento que o Sr.{a) usa na farmdcia. Apds o preenchimento
do guestionario, o Sr{a). serd convidados a fazer a colela de sangue, para
varificar a dosagem sérica do mesilate de imatinibe. As amostras serdo
analisadas no Laboralério do Nicleo de Estudos em Farmacocinédtica — UFAM,
guardadas por um curto periede de lempo sendo ulilizadas exclusivamente
para realizagio desta pesquisa e no final descartadas, seguindo normas de
biesseguranga.

Os possiveis riscos decorrentes de sua paricipagio na pesquisa
envelvem ¢ anonimalo, risco de constrangimento ao responder as perguntas do
questiondrio, o risco bieldgico na coleta do sangue e desconforto da agulha,
medo, edema, hematoma e dor. Para minimizar estes riscos, a identificagio do
pacienle serd codificada, mantende sua confidencialidade e privacidade.
Normas de biosseguranca serdo adotadas e a colela serd realizada por uma
pessoa experiente. Salienta-se que estdo assegurades o direilo a indenizagdo
@ cobertura material para reparagio e dano causado pela pesquisa ao
participante da pesquisa. Se o Sr{a) aceilar em participar, estard contribuindo
para seu proprio beneficio, podendo auxiliar no seu tratamento, com ajusle da
dose do medicamento e assim obler uma resposta lerapdulica desejavel. Os
beneficios da adesdo ao lratamento se estendem aos pacientes, as familias,
aos sistemas de sadde e 4 economia do pais.

O {(a) Sr (a) tem a garantia de plena liberdade de recusar-se a parlicipar
ou relirar seu consentimente em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagio
alguma ou falta de tratamento. O Sr(a). tem direilo a pedir indenizagdo por
danos imedialo ou posterior, direto ou indirelo da pesquisa. O (a) Sr (a) terd
acompanhamento e assistdncia imediala e integral para atender complicagies
e danos decorrenles des procedimentos da pesquisa. Aldm disso, ha lotal
garantia do ressarcimento das despesas do participante da pesquisa e do seu
acompanhante, quando necessarias ao estudo, o qual serd providenciado em
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dinheires pele pesquisador responsavel. Os resultados da pesquisa serdo
analisados e publicados, mas sera mantida a privacidade e o sigilo dos
participantes durante todas as fases da pesquisa. Os dados obtidos a partir dos
participantes da pesquisa ndo poderdo ser usados para outros fins além dos
previstos nesta pesquisa.

Para qualquer outra informagdo, o {a) Sr (a) podera entrar em conlalo
com o pesquisador no enderego: Laboratério do MNicleo de Estudos em
Farmacocinética da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — UFAM - Av.
General Radrigo Olavio, Campus Universilano, Manaus-AM, pelo lelefone (92)
3305-1181 Ramal 2007 ou poderd entrar em contalo com o Comild de Etica em
Pesguisa com Seres Humanos - CEP/UFAM, na Rua Teresina, 495,
Adriandpolis, Manaus-AK, telefone {92) 3305-1181 Ramal 2004, que & um
drgdo responsavel pela andlise e acompanhamento ético de pesquisas com
sares humano.

Consentimanto Pos-Informagac

Eu, fui infarmado sobre o que o
pesquisador quer fazer e porque precisa da minha colaboragdo, e entendi a
explicagdo. Por iss0, eu concordo em parlicipar do projetlo, sabendo que ndo
vou ganhar nada e que possc sair quando quiser. Este documento ¢ emitido
em duas vias que serdo ambas assinadas por mim e pelo pesquisador, ficando
uma via com cada um de nos.

Assinalura do Parlicipante

Impressdo datiloscdpica

Assinatura do Pesguisador Hesponsavel



Anexo Il — Instrumento de Coleta de Dados

Questionério para Coleta de Dados — Modelo Adaptado de Barbosa (2015)

Caodigo do Paciente: Data da entrevista: /| /

1. Caracteristicas do Paciente:

Paciente: Sexo:

Data de nascimento:__/ /  ldade:

Raca: 1.Branca ( ) 2.Preta ( ) 3.Parda ( ) 4.Indigena ( ) 5.0Outros ( )
Estado Civil: 1.Casado ( ) 2.Solteiro ( ) 3.Unido estavel ( ) 4.Viuvo ( )
5.Separado ( )

Classificacdo econdmica segundo CCEB — ABEP:

QUANTIDADE QUE POSSUI

NAO
ITENS DE CONFORTO 1 2 R 2
Cuantidade de automadveis de passeio exclusivamente para uso
particular

Cuantidade de empregados mensalistas, considerando apenas os
gue trabalham pelo menos cinco dias por semana

Cuantidade de maquinas de lavar roupa, excluindo tanguinho
Quantidade de banheiros

DVD, incluindo qualguer dispositivo que leia DVD e desconsiderando
DVD de automavel

Quantidade de geladeiras

Quantidade de freezers independentes ou parte da geladeira duplex

Quantidade de microcomputadores, considerando computadores de
mesa, laptops, notebooks e netbooks e desconsiderando tablets,
palms ou smartphones

Cuantidade de lavadora de loucas

Cuantidade de fornos de micro-ondas

Cuantidade de motocicletas, desconsiderando as usadas
exclusivamente para uso profissional

Cuantidade de maquinas secadoras de roupas, considerando lava e
seca
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A agua utilizada neste domicilio é proveniente de?

1 Rede geral de distribuicdo
2 Po¢o ou nascente
3 Outro meio

Considerando o trecho da rua do seu domicilio, vocé diria que a rua é:
1 Asfaltada/Pavimentada
2 Terra/Cascalho

Qual o grau de instrucéo do chefe da familia?

Momenclatura atual Momenclatura anterior
Analfabeto f Fundamental | incompleto  [Analfabeto/Primdrio Incompleto
rundamental | completo / Fundamental Il |Primario Completo/Ginasio
ncompleto Incompleto
runda mental completo/Médio Ginasio Completo/Colegial
ncompleto Incompleto
Médio completo/Superior incompleto Colegial Completo/Superior

Incompleto
Superior completo Superior Completo

Classe econdmica segundo a CCEB

Quantas pessoas vivem com a renda familiar?

Possui filhos: 1.Sim () 2.N&o ( )

Possui religido: 1.Sim () 2.Nao ( )

Escolaridade: 1.Analfabeto ( ) 2.Alfabetizado ( ) 3.Nivel fundamental
incompleto ( ) 4.Nivel fundamental completo ( ) 5.Nivel médio incompleto ( )
6.Nivel médio completo ( ) 7.Superior ( ) 8. Pés graduagéo ( ).

Ocupacéo profissional: 1.Estudante ( ) 2.Do lar ( ) 3.Aposentado ( )

4 .Emprego fixo ( ) 5. Autbnomo ( )



Faz uso de bebida alcodlica? 1.Sim ( ) 2.N&o ( ) Se sim, quantas vezes por

semana?

Fuma? 1.Sim ( ) 2.Nao ( ) Se sim, quantos cigarros por dia?
Faz alguma atividade fisica? 1.Sim ( ) 2.N&o( ) Se sim, quantas vezes por

semana?

2. Informagdes do Medicamento:

A que horas o Senhor (a) toma o medicamento?

Quantas vezes 0 Senhor (a) toma o medicamento ao dia?

O Senhor (a) toma o medicamento: 1.Antes das refeicdes ( ) 2.Durante as
refeicdes ( ) 3.Ap0s as refeicdes ()
O Senhor (a) toma o seu medicamento com agua? 1.Sim ( ) 2.Nao ( ) Se nao,

qual?

Qual a quantidade de liquido o Senhor (a) ingere junto com medicamento?
1.Meio copo de 200ml ( ) 2.Um copo de 200ml ( ) 3.Mais de um copo de
200ml ()

Faz uso de algum remédio caseiro? 1.Sim ( ) 2.N&o ( ) Se sim, qual?

Faz uso de outros medicamentos? 1.Sim ( ) 2.N&o ( ) Se sim, quais?

Sente alguma reacao adversa? 1.Sim ( ) 2.Nao ( ) Se sim, quais?

3. Adesdao Terapéutica (Morisky e Green): Sim/Né&o

1. O Senhor (a), as vezes, esquece de tomar seus comprimidos?
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Pensando sobre as ultimas duas semanas, houve algum dia em que o
senhor (a) ndo tomou seu medicamento?
. Alguma vez o senhor (a) interrompeu ou parou de tomar seu
medicamento sem informar ao médico, porque se sentiu pior quando
tomava?
. Quando viaja ou sai de casa, as vezes o senhor (a) esquece de levar seu
medicamento?
. O senhor (a) tomou seu medicamento ontem?
. Quando o senhor (a) sente que seu problema de saude esta sob controle,
as vezes para de tomar seu medicamento?
. O senhor (a) ja sentiu incdbmodo ao tomar o medicamento todos os
dias?
. Com que frequéncia o senhor (a) tem dificuldade em lembrar de tomar
todos os seus medicamentos?

(A) Nunca/Raramente

(B) De vez em quando

(C) As vezes

(D) Geralmente

(E) O tempo todo

(F) Nao respondeu

4. Caracteristicas da Doenca (Prontuario do Paciente):

Data do diagnéstico:_ /  /

Fase da doenca ao diagnostico: 1.Cronica ( ) 2.Acelerada ( ) 3.Blastica ( )

4.Desconhecida ( )
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Data do inicio do 1° Tratamento:

/

/

Apresentou tratamento anterior ao MI? 1.Sim ( ) 2.Nao ( ) Se sim, qual

medicacao?

Data do inicio do tratamento com MI:

[/

Intervalo entre o diagnostico de LMC e o inicio do tratamento com

MlI:

Posologia do Ml prescrita:

MlI:

meses

Tempo de tratamento com

Resposta ao tratamento: 1.0tima ( ) 2.Subétima ( ) 3.Falha terapéutica ( )

................................... Resposta
............................................ Otima Subétima Falha terapéutica
Tempo tto
3 meses RHC; BCR-ABL | BCR-ABL >10% | Sem RHC e/ou Ph
<10% e/ou Ph | e/ou Ph + 36- + > 95%.
+ < 35% (RCP). | 95%, sem RHC.
6 meses RCC e/ou BCR- | BCR-ABL 1-10% | BCR-ABL > 10%
ABL < 1%. e/ou Ph+ 1-35% | e/ou Ph + >35%.
(RCP).
12 meses RMM BCR-ABL > 0,1- | BCR-ABL > 1%
1%; sem RCC. e/ou Ph + > 0.
Acima de 12 RMM Sem RMM Perda RHC; RCC;
meses RMM, mutacoes,
anormalidades
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cromossdmicas

Ph+.

clonais em células

Durante o tratamento com MI foi relatado alguma reacéo adversa ao

medicamento? 1.Sim ( ) 2.N&o ( ) Se sim, qual?

Houve suspenséo do MI devido a reacfes adversas? 1.Sim ( ) 2.Néo ( )
Houve reducéo da dose do MI devido a reacao adversa? 1.Sim ( ) 2.Nao ( )

Apresenta outra doenca ou comorbidade associada?

Medicamentos associados:

5. Retirada do Medicamento na Farméacia:

Datas de retiradas do medicamento nos ultimos 12 meses na farmacia:

Retirada: 1.Regular ( ) 2.Irregular ( )
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Anexo I11- Parecer do Comité de Etica e Pesquisa da Fundacéo Hospitalar de

Hematologia e Hemoterapia do Amazonas

FUNDAGAO DE
HEMATOLOGIA E {W
HEMOTERAPIA DO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
Elaborado pala Institulgas Coparticipants
DADCS DO PROJETO DE PESOUISA

Titulo da Pesquilza: Fatores assoclados 45 concantragbes plasmatlicas do mesllaio de Imatinloe am
paclentes com kBucamia mhelolde cronlca em Manaws

Peaquieador: IGOR RAFAEL DOS SANTOS MAGALHAES

Area Temitica:

versdo: 1

CAAE: TO0BS317.6.3001.0009

Inetitul;Eo Proponents: Fundagio de Hemabologla & Hemolerapla do Amazonas - HEMOAM
Patrocinador Principal: Financiamento Préorio

DADOS DO PARECER
Nimero do Parecer: 2540 371

Apressntagac do Projeto:

O projeto oe pesqulsa propde svalar os fatores relaclonados aos nivels plasmaticos do do mesllato de
Imatiniba (kI} am portadorss de LMC atandidos em uma unldade de referéncla da cldade de Manaus.
& Leucemla Mislolide Cronica (LMC) & um tipo de cancsr Carscienzaco por um distirblo misloprosfarative
das células hematopolsticas, de carater ndo hereditario, apressniando lsucoclioss, esplenomegalla & a
presanga 4o Cromossomo Philadelohia. Dentre &5 opgdes disponivels, o mesllato os Imatnbe (K1) consttul
0 tratsmento padrEo para LMC. Mo entanto, paclentas em uso dests TArmaco podem NS0 apresentar uma
resposta terapdutica Sima. Portanio, o objetivo daste astudo & avallar os Taiores relackenados aos niveds
masmdficos o8 kI em portadones de LMC alendidos em wma unidads oe refanancla da cidade de kManaus -
Amaronas. A colela de dados serd composta por wm questionare padronizado, acerca de Informaphes
dinlcas, stclo-demograflcas, hablios de vida @ usD d8 medicamentos.

Conjurtaments, Serd fefta a colota da amosra sanouines, pars Quantficagso dos nivels plasmaticos de M,
afraves de um malodo previamsanie valdado ullllzando a tacnica de HPLC-UY. Adiclonalmania, ashudos
maleculares sario reallzados para Investigar a presenga de pollmorfismos de ganes Impllcados na
disposipio cinétlca da M1, Os dados sarfio tabulados o anallsados pslo programa estatisten STATAR. O
monitoramento terspautico & fundsmental, pols auxlllara no tratamento dos paclentas, com possivel ajuste
de dose o G55EM ODiEr UM rasposta tarapautica)

Endhareo:  Av. Conslanting Nary 4307 BLD Dir Eng Pagdg

Badrra: Chapadca CEP! &0 050002
LWF: AM Mumizipds: MANALIS
Tedslone: (DXAEES-0114 Fs: (SZAE550112 E-miall! oopdE hamam am.go hr
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oesajavel. Os benaficios 0o controle terapautico 58 SEIBNOBM 205 pacientes, &5 Tamillas, 206 sistemas de
52008 & & economia do pals. Portani, o objetivo dests estudo & avalar os fatores relacionados ans nivels
plasmaticos de M am portadores de LMC atendidos em uma unidade de refaréncla da cidade de Manaus —
AmMazonas.

A coleta 08 02005 5814 COMPOSA POF UM QUESIONAN0 padronizaco, SCErca 08 Informagies clinkcas, sOCio-
demograficas, habitos de vida @ uso de madicamentos. Conjuntaments, Serd feita @ coleta da amostra
sanguines, para quantMcagso dos nivels plasmaticos de MI, através de um métooo previaments valldado
utlizando a técnica de HPLC-UV. Adiclonalmente, estudos moleculares serlio realizados para Investgar a
presenca oe pollmorMsmos de panas IMpEcanos na disposkpao cindtica 0e M1, Os 0a00s serso tabulados &
analizados pelo programa estatisico STATA®. O moniorsments terapéutico & fundamentsal, pols suxillars
no tratamenio dos paclentas, com possivel ajuste de doss o assim obler uma resposta terapautica
desajavel. Os benaficios oo controle terapautico 58 clenem 205 pacientes, &5 famillas, 206 sistemas de
52008 & & economia do pals.

Objetivo da Pesqulza:
Objetivo Primarlo: Avallar os fatores relacionados aos nivels plasmatices do MI em portadores de LMC
atendiios em uma unidade de referéncia da cldads de Manaus.

ﬂmm Sacundarlo: Ib Hﬂlﬁlﬂr o0& dados clinlcos, mnamgriﬂms & relaclonados ao Uso o
medicamentns; b) EStimar 4 aesio dos packentas 0 iratamento com MI; ¢ Delerminar 45 concantraghes
plasméticas do firmaco; d) investigar & ocorréncia de polimorfismos de genes relacionados & disposiglio
cinetica do Fmace; &) Verlficar a associagio dos fabores olencalos com niveds plasmaticos & & resposta ao
tratamento.

Avallagio doe Rlecos & Banafickos:

Sobre 0s rscos, os pesquisadores relatam que: Toda pesgquisa COM 58185 hUManos snyvolve scos. Meste
Cas0 em panicular, 05 possivels rscos & as respeciivas madidas para miniMiZagio 00S MESMOS envolvem:
1. Quebra do siglo: 05 daoos coletados do prontudno do paclents & obBdos Na apicacio Os qUBsHONAMos
pocem eventualmenis vazar, ainda que de forma Involuntaria @ nio intenclonal, ocaslonands a quebra do
siglio. Mo entanto, para minémizar ests risco sario adotadas as saguintss condutas: - codfcar os dados de
cada paclente para manter a sua confidenclalldads e a privacidads, manter o banco de dados em local
E8QUro & restringlr 0 acess0 aD Danco O8 dados somante para pessoas relnadas & dirstamente envolvidas
na pesquisa. 2. Constrangkmento ao responder o guestionario: o ate de respondsr o questonano
desemvolvido para a pesquisa pode evocar aspecty desagradivels e, desta forma, gerar constrangimentos.
Entratanto, &5 sequinies

Endarego:  Av. Constanding Mary 4307 BLD Dir Ens Pasg

Ewmirra: Chapada CEP: §il050-002
LWF: AM Mumizipds: MANALIS
Tedsfone: (RFEEES0114 Fam: [BZj38550112 E=mil: e hamonm amugo b
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asiratéglas serdo Implantadas para rsduzlr este risco; prestar esclarecimenios acerca do conteioo oo
questiondrio e, akém disso, reforgar o cardter voluntario da stividads para que o Individuo possa deslstr da
participagio com total lxerdade & sem nenhum prejulzo, caso surja gualguer constrangimanto. 3.
Dasconforo da aguiha, meado, o006, s0ama & hamaloma: a colsln 08 amostra da sangue pode resultar am
fisois de origem amacional afou fisica. Mo entanio, para minimizar estes riscos, as saquintas medidas sardo
saguidas: orientar o Individuo acerca da realizapdo 0o procediments 8, a0 MEsmo empao, ranguliza-lo, &
reallzar & coleta COM UMa pess0a capacitada o experiants em pungdo venosa. Caso Seja Necassano, o
atandimento medico Slequato &M caso oo acidents oU Ma-astar 5erd providenclaso para o participants. Os
participantas terfio assisiencla Imediata & Integral para atender a5 complicagbes 8 dancs decomentes da
pasquisa. Em caso de dano pessoal diretaments causado pelos procadimentos proposins nests estuoD
{neco causal comprovado), o partclpants terd direlo assegurade & Indenizagio & cobariura materkal para
reparapio do dano, causado pela pesguisa ao participanis da pesqulsa. Caso alguma despesa
axtraordinaria assoclada & pesquisa ocorra, o partiicipants da pesquisa e de 58U acompanhanta Ser&o
ressarcidos em dinhelro nos termos da lel pelo proprio pesquisador.

Em relagio aos Bansficlos, descrevem que: Os benaliclos primanos da pesquisa e5150 voIados Para os
participantes. Apds a5 andllses dos dados, 05 resultados da pesgulsa no monlioramento terapsutico
poderio auxlllar o fratamento dos paclientes, com possived ajuste de dose & assim obter uma resposia
israpautica deseiivel. Adiclonaimenie, o5 peneficins 0o eshu0D tambam podem 581 estendidos 4 unidade de
salde am guestdo, pols a proposta pode resultar na raclonallzagho dos Investimentos aplcados no
fratameanio.

Comentérios & Conelderagies sobre a Pesquilza:

Matodologia Proposta:

Tipo da Estuda - Trata-s8 o8 um astudo analfico-observacional com cofe fransversal.

Local de Estudo - O recrutaments dos pacisnias e a codela de dados & das amesiras de sangue serio
realzaoos no ambulalono e farmacla da Fundagio Hospitatar de Hemabodogla & Hemoterapla do AMazonas
(HEMOAM). O material bioldglco sari processado 8 anallsads no Laboratorio oo MOckeo 09 Estudos am
Fammacocinéiica da FCF-UFAM. As andllzes moleculares serdo conduzidas no Laboratno de Blologla
Miplacular da FCR-UFAM.

Poputagio de Estudo - A populaglo do estudo sard composta por pacientes com LMC em tratamento com
M cadastrados no HEMOAM.

Tamanho da Amosira - Todos os paclentes com Idade kgual ou superior a 18 ancs com LMC em uso de Ml
cadasiracdos @ em tratamendn no HEMOAM sarfio convidados a particizar oo asiudo.

Emdarapo: Ay, Conshaniing Mery 4397 BLD Dir Ens Pikg

Bairro: Chapada CEP: Bi0S0-002
UF: AWM Mumicipio: MANALIES
Telelone: (OFIEES-O114 Fam: [E2P36550112 E-mail: copdE hamoam am.go b

85



FUNDAGAO DE
HEMATOLOGIA E W
HEMOTERAPIA DO

wﬂ:l P S0

Desta forma, ndo haverd procasso os amosiragem. Afualmants, aproximataments 80 paclentas estio nesia
condigho, conforme consulla realEada &0 estabalacimento oo salde.

Plano de Racrutamento- Os paclentes com LMC 530 rotinsiraments atendidos em consulta madica no
HEMOAM & cads 3 messs. Essa consulta ocorms prafsrenclsiments pelo parmodo matuling. O pesquisador
desie esiudo fard uma parceria com os medicos assistenies que reallzam o atendimenio aos packeniss com
LMC. Iniclaimants, 0 pasguisador fard uma sxplanacio da natureza da pesquisa para o5 medicos 8 estes
durants & consulla COM 05 pacienies, MOStTardo a Importsncla desta pasquisha. ASSIM Sando, kgo apds &
consulta do pacients, o Madico INONMard o packents da axistencia oo pesquisa & perguntard oo paclants se
gle acalta COMWErSar com o pesquisador gus wal explicar o5 Ostalhes da pesquisa. Se 0 packents aceltar o
resdico Ird encaminnd-io para UMa 5515 Soparada, onos o pasquisacor Ird aborda-io. O paclents chagando a
8558 Sala, O pesquisaoor Ird sa ldentificar com 58U nome & INSttulgSo a qual a pasquisa esta vinculads. O
paciants Serd convidaoo a paricipar do estudo & O pasquiSaOOTr IFd explicar o conts0do da pesguisa, SeUS
objetivos, 4 metodologia & 581 aplcaca, Sua Importancla, que sua participacdo & voluntarla @ gue o pacients
pods sa ratirar da pesquisa & qQuakjusr moments & sem quakpusr ipo de prajulzo & SUa pess0sE, slucidar
seUs Mscos & beneficlos @ garantla de siglio dos pariclpantss. O paclants COMDresnodento & aeallanoo
participar oo estudo, el recaberd duas vias do TCLE, gue contém todas as Infrmades necessanas da
pacguisa, gus deverd sar lido e 58 concordar, o paclents assina, sendo uma via entregue ao pacienis e
outra via arquivada pelo pasquisador. Primelraments o paclents serd convidado & respondar um
quastiondns com questBss divarsas. Em segulds, serd colotmis amosira sanguinea a ser reallzeda no
mEsmo local. Terminada a fass de colela sanguines, o pesquisador ird agradecar os parliclpantas pela
cotaboragdo na pesgulsa o todas as dovidas por parts dos particlpantes serfio sanadas.

Instrurmenio de Colata de Dados - O Instrumenta de coleta de dados a sor realizado serd um questiondrio,
confonme modelo adaptado de Barbosa (2015), constante no Anexos 1. O guastonario contam cinco iopicos,
sando eles (caracterisiicas do paclents, Informagpbss do medicamenio, adesdo terapdutica, caracieristicas
da doenga & retirada do medicamento na farmbcla

Coleta de & andlise das amosiras biokdgicas - As amoEiras de sangus 5erio coletadas por melo o8 pungao
venosa. A tecnica a ser utlizsda para a quantifice;So do Imatinibe no plasma sanguinso serd por HPLC-UW,
a sar reallzado no NePE-UFAM. A andliza do pallmorfismo genético GSTT1/GSTMA sard detarminada
através da reafdo ¢a pollmerase em cadela mulliplex (PFCH Multipéex) (MULLIS FALDOMA, 1887, SAIK] &
al., 1868). Alam disso, os polimorfismos para ABCE] C3435T, ABCGE2 C421A E CYP3AS'3 serlo realEacos
patla tecnica o8 PCR am Tempo Real com

Embarepo:  Av. Constaniing Mary 43097 BLD Dir Ens Pk

Bairra: Chapada CEP: Bi0S0-002
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sondas especiilcas para cada polimorfismo customizades (AU et al., 2014; ADEAGBEO ot al., 2018).
formaphes detaladss acerca da meinoologla podem ser encontranss na versao digital desta proposta em
Anexo.

Critarlo de Inclusdo: Paclentes diagnosticadas com LMC cadastrados & em tratamento no HEMOAM;
Paclentas em wso de MI; Ter iMade Igual ou suparior a 18 anos.

Critario de Exchusio: Paclantss am tratamsenioe com M1 Imferor & 3 meses; Mo concondar am participar do
astudo, expresso madlants & ndo assinatura do Termo de Conssntimanto Livre & Esclarscido; N&io sar
CApazF O COMpresndser & respondar as guestbeas do questionaro; Paclents gestants; Paclants Indigena.
Matodologla de Andlise de Dados: C= resultados serio apresentados de mansira descritiva atraves da
utllzagso de iabetas & graficos. Sera aplicada anallse univariada para descriglo da amostra. Para varkivels
contnuas serdo avallatas medidas Os tendencia cantral & G respactivas medidas de dispersho; pars
varlivels categoricas serlo apresentadas porcentagens. OF resultados serfo testados guanto &
normalidads &, depandenon do rasultado, 1BE185 paramaSiricos ou NS0 paramaticos Ser&o apBcaios pars
comparagio. O nivel de significancia adotado para todas s andlisas sard de 5% (p 0,09). As andllses
actafisticas soardo reallzadas ulliizando o programa STATA.

Cronograma de Execugao:

Envio do redabdrio inal ao CEP - 0082018 a 31082018

Andlcs ectatistica - 0102018 a 31072018

Coleta dos dados & das amosiras - 01082017 a 300452018

Emvio do relatdrio parclad ao CEP - 01022018 a 28022018

Aevisio bidografica- 01082017 a 31/082018

Andliss das aMOoSTas - 012017 a J0L53018

Crgamento Anancairo Tols em RE AS 3.818,00

Conglderagdes sobre og Termos de apressntaga o obrigatoria:

1. Folha de Aosho: Anexado na PB;

2. Carla de Anuencla da Instiulgio: Adequado @ presenie na PE;

3. TCLE: Anexado na PE (Adeguado);

4. Instrumenio da pesquisa; Anaxado na PE;

5. Riscos: Adequado;

8. Banalicios: ACSQUaOs;

7. Curriculo Lattes: Link do pesquisador responsavel na PB (Prasents);

Emdereo:  Av. Conslaniing Mary 4307 BLD Dir Ena Pasg

Bisdrra: O hapada CEP: &f0s-002
LF: AM Mumizipés: MAN&LE
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8. Critérlos de Inclusio e Exclusio. Adeguado;

8. MOmero de participantes 4 sarem INCUIdos: Adequado;

10. Carta de Anwéncia dos Pesquisadons: Presants na PE.

Recomendagbas:

Sem recomendagoes, visio que &5 principals modficagdes foram sollctadas pelo CEP da UFAM.
Conclusdss ou Pendanclas e Lista de Inadequagoas :

O projeto & executavel & Importants para avallar os fatores retacionados oS nivels plasmaticos do do
mesliato de Imabinike (MI) em portadones de LMC atendidos em uma unidade de refaréncia da cidade de
Manaus.

As aeraphes solicitadas pelo CEP da UFAM e realizadas, omando o projeto vidvel oo ponto de vista &ico 8
de acordD coM a Fes. 486812 do Consalno Macional de Sadde [THE).

Este paracer fol slaborado baseado noe documentos abalxo relacionados:

Tipo DoCUmEnte Arquivo Postagem Avtor SRuacao
Dutros Instrumento_de_coeln_oe_psios_Ravi] 12072017 | IG0HR RAFAEL DOS | Acelin
fo.pdt 16:98:51 | SANTOS
Projeto Detalhado ! | Projeto_Imatinibe_Revisio.pdf 12072017 |[IGOA RAFAEL DIOS | Acelin

Brochura 169942 |SANTOS

Inveshqador MAGALHATS

TCLE / Termos 0@ | TCLE_Revisto.pdl 12072017 | IG0OA RAFAEL DIOS | AceiD
Assantimanta f 16:94:593 | SANTOS

Jusiificativa oa MAGALHAES
lALSENcEa

Shuacao do Parecer:
Aprovado

Meceesita Aprectacio da COMEP:
Mo

Endarego: A, Conslanting Many 43097 ELD Dir Eng Piokdg

Bairra: Chapada CEP! g 0S0-002
LWF: &AM Mumizipio: MANALIS
Telslone: [(QIEEES-0114 Fam: (SZJ3655-0112 E-mnil:  coaE M S AL gov b
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Corbirisihe o Pabecar 2 SE0ET

MANALIS, 13 de Margo de 2018

Azsinado por:

Sarglo Robarto Lopes Albuquengus
{Coordenadon

Enderego: A Conshanding Mary 4397 ELD Dir Ena Poag

Badrro: Chapada CEP: &8 050-002

W AR Mumizipds:  BMARNALES

Telslons: (RXE8550114 Fas: (238550112 E-mail: oS hamomm am.go e
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