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RESUMO

Introducdo: A doenca de Crohn (DC) é uma inflamacdo crbénica do trato
gastrointestinal, cuja patofisiologia envolve interacbes complexas entre o
sistema imunolégico e o tecido intestinal, com destaque para o papel das
citocinas pro-inflamatorias, como o Fator de Necrose Tumoral (TNF-a), na
manutencdo do processo inflamatorio. O adalimumabe, um anticorpo
monoclonal humano que neutraliza o TNF-a, contribui para a regulacédo da
inflamacé@o associada a DC, embora possa induzir processos imunogénicos,
comprometendo a eficacia terapéutica. Assim, o monitoramento dos niveis
séricos e de anticorpos anti-droga (ADA) é sugerido para otimizar a terapia. Além
disso, o estudo de fatores genéticos que influenciam a resposta ao adalimumabe
pode esclarecer as relagcdes entre genética, imunologia e clinica na DC.
Objetivo: Quantificar o nivel sérico de adalimumabe, e avaliar a
intercambialidade entre os testes de niveis séricos. Além, detectar a presenca
de ADA, avaliar a formacdo de complexos imunes e investigar os fenotipos
genéticos associados a imunogenicidade em pacientes com DC acompanhados
no Ambulatério de Doencas Inflamatérias Intestinais do Gastrocentro e no
Ambulatério de Diarreias do Hospital das Clinicas - Unicamp. Métodos: O estudo
incluiu 70 pacientes em fase de manutencdo que utilizavam o adalimumabe,
tendo sidos subdivididos em atividade (DCA) e em remissao (DCR). Amostras
de sangue periférico foram processadas para obtencdo de soro e DNA
gendmico. A concentracdo de adalimumabe foi determinada por ensaios de
imunoabsorcdo enzimatica (Promonitor) e ensaio de fluxo lateral (Quantum
Blue). A intercambiabilidade entre os ensaios foi comparada pela analise de
regressao Passing-Bablok e Bland-Altman. A presenca de ADA e a formacéo de
complexos imunes foram quantificadas por ensaios de ELISA. O DNA genémico
foi genotipado para ATG16L1, CD96 e CD155. Resultados: As concentragdes
séricas de adalimumabe n&o apresentaram diferencas significativas entre os
grupos, independentemente do ensaio. Uma diferenca estatistica foi observada
entre 0s ensaios, indicando disparidade nas medidas (p=0,003), com
concordancia moderada. ADA foram detectados em 4 dos 27 pacientes com
niveis infraterapéuticos, sendo 3 no grupo com DCA e 1 no grupo DCR. A analise

dos complexos imunes revelou concentracdes significativamente mais elevadas



no grupo DCA (p=0,0125). A avaliacdo genotipica indicou associacfes
significativas entre o gendtipo CD96 CC (selvagem) e niveis elevados de
proteina C-reativa, envolvimento colénico e niveis infraterapéuticos de
adalimumabe. O gendtipo ATG16L1 CC foi associado a valores mais elevados
de indice de Atividade Endoscopica da Doenca de Crohn e calprotectina fecal,
enquanto o gendtipo variante (TT) apresentou contagens de plaquetas mais
baixas. Conclusao: Este estudo evidenciou que a eficicia do tratamento com
adalimumabe ndo se correlaciona diretamente com concentracbes mais
elevadas do farmaco nesta coorte. A variabilidade entre os ensaios analisados
aponta para a importancia de um método Unico de teste no acompanhamento do
paciente, visando maior precisdo no monitoramento terapéutico. Observou-se
uma associacao entre o genotipo selvagem para CD96 e ATG16L1 e respostas
laboratoriais e endoscépicas desfavoraveis ao adalimumabe. Além disso, o0s
niveis elevados de complexos imunes no grupo DCA sugerem uma correlacao

com a resposta inadequada ao tratamento com adalimumabe.

Palavras-chave: doenca de Crohn. Adalimumabe. Monitoramento de

medicamentos. Polimorfismos genéticos.



ABSTRACT

Introduction: Crohn's disease (CD) is a chronic inflammation of the
gastrointestinal tract, whose pathophysiology involves complex interactions
between the immune system and intestinal tissue, with emphasis on the role of
pro-inflammatory cytokines, such as Tumor Necrosis Factor (TNF-a), in
maintaining the inflammatory process. Adalimumab, a human monoclonal
antibody that neutralizes TNF-a, contributes to regulating inflammation
associated with CD, although it can induce immunogenic processes,
compromising therapeutic efficacy. Therefore, monitoring serum levels and anti-
drug antibodies (ADA) is suggested to optimize therapy. In addition, studying
genetic factors that influence the response to adalimumab may clarify the
relationships between genetics, immunology, and clinical features in CD.
Objective: To quantify the serum level of adalimumab and evaluate the
interchangeability between serum-level tests. In addition, this study aimed to
detect the presence of ADA, evaluate the formation of immune complexes, and
investigate the genetic phenotypes associated with immunogenicity in patients
with CD followed at the Inflammatory Bowel Disease Outpatient Clinic of the
Gastrocentro and the Diarrhea Outpatient Clinic of the Hospital das Clinicas -
Unicamp. Methods: The study included 70 patients in the maintenance phase
who used adalimumab, having been subdivided into active (DCA) and remission
(DCR). Peripheral blood samples were processed to obtain serum and genomic
DNA. The adalimumab concentration was determined by enzyme-linked
immunosorbent (Promonitor) and lateral flow (Quantum Blue) assays. The
interchangeability between the assays was compared using the Passing-Bablok
and Bland-Altman regression analysis. The presence of ADA and the formation
of immune complexes were quantified by ELISA assays. Genomic DNA was
genotyped for ATG16L1, CD96, and CD155. Results: Serum adalimumab
concentrations did not differ significantly between groups, regardless of the
assay. A statistical difference was observed between assays, indicating disparity
in measurements (p=0.003), with moderate agreement. ADA was detected in 4
of 27 patients with subtherapeutic levels, 3 in the DCA group and 1 in the DCR



group. Immune complex analysis revealed significantly higher concentrations in
the DCA group (p=0.0125). The genotypic evaluation indicated significant
associations between the CD96 CC (wild-type) genotype and elevated C-reactive
protein levels, colonic involvement, and subtherapeutic adalimumab levels. The
ATG16L1 CC genotype was associated with higher Crohn's Disease Endoscopic
Activity Index and fecal calprotectin values, while the variant genotype (TT)
showed lower platelet counts. Conclusion: This study showed that the efficacy
of adalimumab treatment does not directly correlate with higher drug
concentrations in this cohort. The variability between the assays analyzed points
to the importance of a single test method in patient follow-up, aiming at greater
precision in therapeutic monitoring. An association was observed between the
wild-type genotype for CD96 and ATG16L1 and unfavorable laboratory and
endoscopic responses to adalimumab. Furthermore, the high levels of immune
complexes in the DCA group suggest a correlation with inadequate response to

adalimumab treatment.

Keywords: Crohn's disease. Adalimumab. Therapeutic drug monitoring. Genetic

polymorphisms.
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1. INTRODUCAO

1.1. Doenca de Crohn: consideracdes gerais e imunopatologia

O trato gastrointestinal (TGI) representa a maior superficie de contato
do corpo humano com o ambiente externo, dessa forma a barreira
gastrointestinal esta constantemente exposta a diversos microrganismos
potencialmente patogénicos. Para evitar infecgfes, sdo necessérias estratégias
eficazes por parte do sistema imune (SlI), como a producdo de citocinas e
guimiocinas que ativam e direcionam a migracao de leucdcitos, bem como a
secrecdo de agentes antimicrobianos (1), de forma a proteger o local e evitar sua
destruicao.

As doencas inflamatérias intestinais (DIl) sdo caracterizadas como
uma condicéo idiopatica resultante da inflamacé&o crénica e excessiva do TGl,
podendo resultar em diarreia, hemorragia intestinal, perda de fun¢éo dos 6rgéaos,
dor abdominal, perda de peso e fadiga (2, 3). As DIl sdo subdivididas em duas
formas clinicas, a retocolite ulcerativa (RCU) e a doenca de Crohn (DC). Ambas
compartilham caracteristicas semelhantes, como a inflamacdo crbnica, a
disfuncao da resposta imunoldgica inflamatéria, e suas sintomatologias, além de
apresentarem o padréo remitente e recidivante de doencga (4, 5).

Ainda ndo ha um consenso quanto as causas das DII, entretanto
acredita-se que a somatoria de fatores como predisposi¢do genética, disfuncéo
da barreira da mucosa intestinal, resposta imunolégica desbalanceada,
distarbios da microbiota, e fatores ambientais, impacta na etiopatogenia das
doencas (6, 7). Os principais fatores ambientais citados como riscos para o
surgimento da doenca sdo o fumo, a polui¢do do ar, apendicectomia, depresséo
e estresse psicosocial, e dietas contendo produtos ultraprocessados (8, 9). Além
disso, a contribuicdo de fatores genéticos também demonstrou ter um papel
importante, por meio da existéncia de genes de risco como o NOD2/CARD15 e
0o ATGL16L1, os quais estdo envolvidos com a regulacdo de processos
inflamatorios e com a autofagia, respectivamente (10, 11).

As taxas mais elevadas de ocorréncia das DIl s&o predominantemente
encontradas em paises altamente industrializados. Devido aos processos de
industrializagdo, houve um aumento nos diagnoésticos das DIl nos paises em

processo de desenvolvimento, sendo mais evidentes esses achados no inicio do
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século XXI (12). Essa elevacédo na incidéncia das DIl em tais nacdes pode ser
associada a multiplos fatores, como o aumento da urbanizag¢do que influenciou
modificagdes nos padrdes de vida, bem como o crescimento nas taxas de
tabagismo (13). A DC pode afetar pessoas de todas as faixas etarias e géneros,
mas é mais prevalente entre a segunda e a terceira décadas de vida. Assim, ha
implicacdes diretas na produtividade, na qualidade de vida dos pacientes e, por
conseguinte, na esfera da saude publica, trazendo 6nus ao sistema de saude
(14).

A DC foi descrita pela primeira vez por Burrill B. Crohn em 1932. Em seu
estudo, foi apresentada uma descricdo clinica, com detalhes como possiveis
complicacBes, a ocorréncia de estenoses e fistulas, enunciando assim uma
doenca cronica inflamatéria do TGI com caracteristicas Unicas, sendo sua
descoberta um marco importante no entendimento das doencas
gastrointestinais, e permitiu avancos significativos no diagnostico e tratamento
(15, 16).

A evolucéo da DC se caracteriza por periodos de remisséo e recidiva, ndo
havendo, até o momento, uma cura definitiva. Os pacientes manifestam uma
ampla gama de sintomas, como diarreia, dor abdominal, perda de peso,
nauseas, vémitos e, em alguns casos, febre e calafrios (17, 18), debilitando sua
qualidade de vida. A condicdo apresenta diversos fendtipos, incluindo
inflamatorio, estenosante e penetrante, e ao longo do tempo, os pacientes
podem transitar entre estes. A maioria dos pacientes acaba necessitando de pelo
menos um procedimento cirdrgico de resseccao durante o curso da doenca (19),
principalmente dentre 0s que apresentam acometimento do intestino delgado, os
que tém fistulas perianais, além de haver uma tendéncia de necessidade de
intervencao cirdrgica em pacientes cujo diagndstico foi realizado entre os 45 e
59 anos (20).

Diferentemente da RCU, a qual caracteriza-se por uma inflamagé&o
histologicamente limitada a superficie da mucosa e restrita ao colon e reto, a DC
apresenta inflamacao que abrange todas as camadas da parede do TGI (21). Os
locais mais frequentemente afetados pela DC incluem o ileo, o c6lon e a regiédo
perianal. Sua capacidade de atingir todas as camadas do intestino pode resultar
em Ulceras segmentares, que sdo profundas e intercaladas com areas de

mucosa intestinal ndo inflamada (22, 23).
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A profundidade das Ulceras pode levar a complicacbes, como o
desenvolvimento de fistulas, e consequentemente, a necessidade de
intervencdes cirargicas. Aproximadamente 40% dos pacientes experimentam
sintomas perianais, incluindo plicomas, fissuras e fistulas perianais. Em casos
mais graves e exacerbados, podem ocorrer complicacdes como sangramento
intestinal, megacolon téxico e o desenvolvimento de adenocarcinoma no célon
ou reto (22, 23).

O tecido intestinal demonstra a existéncia de uma interacdo entre a
patofisiologia e o sistema imunoldgico, na qual as células de Paneth, as células
caliciformes e as células imunes atuam para manter a integridade do 6rgéo (24).
Entretanto, na ocorréncia da DC, células imunes séo recrutadas ao local e
iniciam a producdo de citocinas e quimiocinas, as quais contribuem para a
chegada de células T helper 1 (Thl) na mucosa. Assim, esses linfécitos
sintetizam mais citocinas inflamatorias, as quais levam a mais inflamagéo no
tecido, causando danos a mucosa e ao epitélio (25-27). Esses danos estdo
diretamente relacionados a disbiose, o que pode desencadear e manter um
processo inflamatério continuo e exacerbado. Além disso, por levar a modulacéo,
prolongamento e regulacdo da inflamacéo intestinal e na lesédo aos tecidos, as
citocinas pro-inflamatdrias tém sido objeto de estudo, visto seu papel central na
doenca, e representam alvos terapéuticos em potencial (28, 29).

Uma das principais citocinas pro-inflamatorias trata-se do Fator de
Necrose Tumoral (TNF-a), sendo predominantemente sintetizado por
macréfagos, linfocitos, células dendriticas e células endoteliais (1). A atividade
bioldgica desse fator inicia quando ele se acopla aos seus receptores TNFR-1 e
TNFR-2, desencadeando a ativacao subsequente da via de sinalizacdo do NF-
kB. Este, por sua vez, estimula a sintese de produtos pré-inflamatorios (30, 31),
desempenhando papel crucial na patogénese da doenca ao induzir a expressao
de outras citocinas pré-inflamatérias, como IL-1p3, IL-6 e IL-33 (Figura 1). Assim,
essa interacdo contribui para a perpetuacédo do estado inflamatorio no organismo
(28, 32).
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Figural. Imunopatologia dadoencade Crohn (DC). A progresséo da doenga envolve
vérias citocinas pro-inflamatérias, sendo o TNF-alfa uma das mais destacadas. Além de
suas proéprias propriedades como citocina pré-inflamatéria, o TNF-alfa também estimula
a expressdo de outras citocinas, desempenhando assim um papel fundamental na

manutencdo do estado inflamatorio. Figura criada com BioRender.com

Pela sua contribuicdo para o ciclo exacerbado de inflamacdo, o TNF-a
favorece ativamente o dano a mucosa intestinal na DC, esse de forma
exacerbada e retroalimentada. Essa inflamacdo cronica resulta em Ulceras,
erosdes e lesdes na parede intestinal, caracteristicas da doenca, levando a
complicagbes como fistulas, estreitamentos (estenoses) e formacdo de

abscessos.

1.2. Caracterizacao clinica e endoscopica

A caracterizacdo clinica e endoscopica da DC envolve a aplicacdo da
Classificacdo de Montreal, do indice de Atividade da DC (IADC) e a avaliagéo de
indices endoscopicos, tais como o Crohn’s Disease Endoscopic Index of Severity
(CDEIS) e o Simplified Endoscopic Activity Score for Crohn’s Disease (SES-CD).
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A Classificacdo de Montreal (Quadro 1) categoriza a DC com base em
parametros como a idade do diagnostico (A), a localizagdo (L) e o
comportamento (B), com o proposito de classificar o fen6tipo da doenca e
orientar a selecdo da estratégia terapéutica mais adequada para cada paciente
(33).

Quadro 1. Classificacao de Montreal para doencga de Crohn.

Al — abaixo dos 16 anos
Idade no Diagnoéstico (A) A2 —entre 17 e 40 anos

A3 — acima dos 40 anos

L1 —ileal
L2 — col6nico
Localizacgao (L) L3 — ileocoldnico

L4 — TGI superior
B1 - inflamatorio
Comportamento (B) B2 — estenosante

B3 — fistulizante

Modificador p Presenca de doenca perianal

O IADC avalia diversos aspectos, incluindo o habito intestinal diario
relatado pelo paciente, a média da intensidade da dor abdominal ao longo de
sete dias, o bem-estar geral durante uma semana, a presenca de complicacdes,
o uso de medicamentos, a deteccdo de massas abdominais, as alteragdes no
hematdcrito e as variacdes de peso. Com base nos pontos acumulados, a
classificacdo divide os pacientes em quatro categorias: remissao clinica (com
menos de 150 pontos), atividade leve (pontuacéo entre 150 e 250 pontos),
atividade moderada (pontuacdo acima de 250 até 350 pontos) e atividade grave
(mais de 350 pontos) (34). Seu uso na clinica auxilia no entendimento da doenca
no momento atual, contribuindo para que se possa correlacionar a queixa do

paciente com sinais de atividade da doenca.
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No que diz respeito aos indices endoscépicos, o CDEIS baseia-se na
avaliacdo colonoscépica, através da deteccdo ou ndo de lesdes, incluindo
Ulceras superficiais, Ulceras profundas e estenoses ulceradas ou ndo, nos
segmentos especificos do trato gastrointestinal, como o ileo terminal, o colon
ascendente, o coélon transverso, o célon esquerdo, sigmoide e o reto (35). Seu
propoésito € avaliar a extensdo e a intensidade da inflamagcdo na mucosa
intestinal. Por sua vez, o SES-CD é um escore mais simplificado que pode ser
correlacionado com o CDEIS (36). Ambos indices sdo amplamente reconhecidos
como padrdo-ouro para determinar a presenca ou auséncia de atividade
inflamatdria na doenca e auxiliar no seu manejo.

Dessa maneira, a aplicacdo do IADC e do CDEIS nos pacientes durante
o acompanhamento médico permite um melhor entendimento global da doenca.
O ideal é que o paciente seja capaz de entrar em estado de remisséo tanto
clinico, quando endoscopico, e assim manté-lo, visto que a cura ainda nao é

possivel.

1.3. Anticorpos monoclonais como terapéutica

Com base nas classificacbes e escores dos pacientes com DC, séo
estabelecidas orientacdes terapéuticas que abrangem tanto o uso de
medicamentos quanto procedimentos cirlrgicos. A abordagem medicamentosa
consiste na administracdo de agentes destinados a reduzir os processos
inflamatodrios, incluindo aminossalicilatos, corticosteroides, antibidticos,
imunossupressores e terapias biolégicas (37).

O principal desafio no tratamento reside em alcangar tanto a remisséo
endoscopica quanto a clinica, mantendo essa remisséo ao longo do tempo para
prevenir possiveis complicacdes e a necessidade de cirurgias. Estudos recentes
tém destacado a importancia da cicatrizacdo da mucosa intestinal como um fator
associado a reducao da incidéncia de complicacdes, a diminuicdo das taxas de
recorréncia e a reducdo no numero de hospitalizacbes e procedimentos
cirdrgicos, sendo considerada um fator prognéstico chave no tratamento da DC
(38-40).

O uso de aminossalicilatos (como a mesalazina e a sulfassalazina),

tiopurinas (como a azatioprina e 6-mercaptopurina), e corticosteroides (como a
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prednisona, prednisolona e a budesonida) eram considerados, antigamente, a
base do tratamento das DIl (41). Estes continuam sendo utilizados como terapia
devido as suas vantagens, como estabilidade quimica e facilidade de
administracdo. No entanto, apresentam efeitos adversos, incluindo risco de
infeccbes secundarias, carcinogénese e hepatotoxicidade, devido ao seu
potencial imunossupressor (42, 43), além de ndo serem tdo eficazes na
cicatrizacdo de mucosas. Assim fez-se necessaria a introducdo de outros
medicamentos que pudessem contribuir de maneira mais eficaz para atingir esse
objetivo (44).

Neste contexto, o uso de medicamentos biolégicos, conhecidos como
anticorpos monoclonais, foi incorporados como uma abordagem inovadora para
tratar a DC. Esses compostos demonstram uma notavel eficacia na promocéao
da cicatrizacdo da mucosa (2, 45), conseguindo auxiliar na dificuldade antes
encontrada com o uso dos demais medicamentos disponiveis para o tratamento
de DiII.

Biologicamente, os anticorpos monoclonais sao imunoglobulinas
originadas de um unico clone de linfécitos B, sendo projetados para se ligar a
antigenos especificos com habilidade de direcionamento as células-alvo (46).
Sendo assim, a engenharia genética permite a producdo de anticorpos que
consigam ser extremamente especificos quanto ao seu alvo e suas fungcdes em
larga escala. Os avancos biotecnologicos atuais tém impulsionado o
desenvolvimento de anticorpos monoclonais aprimorados em termos de eficacia
e acessibilidade, podendo ser gerados para as mais diversas fungoes (47).

Desde a sua primeira aprovacao pelo Food and Drug Administration (FDA)
em 2002 (48), os anticorpos monoclonais tém desempenhado um papel
essencial como tratamentos para uma ampla gama de condigcdes médicas, como
doencas reumatologicas, doencas autoimunes e também imuno-mediadas (49).
Em 2017, a Organiza¢cdo Mundial da Saude (OMS) informou que mais de 500
denominacgdes de anticorpos monoclonais haviam sido designadas, sendo essas
comerciais e em fase de testes clinicos de fases avancadas (50).

O emprego de anticorpos monoclonais como uma abordagem terapéutica
para a DC representa uma verdadeira revolugcdo na maneira como a doenca €
tratada. Um exemplo € o adalimumabe, um anticorpo monoclonal totalmente

humano, composto por uma imunoglobulina G1 (IgG1), que é capaz de identificar
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e se ligar de maneira especifica ao TNF-a, neutralizando sua funcgéo biolégica
ao bloquear sua interacdo com os receptores p55 e p57 na superficie celular (51)
(Figura 2). Adicionalmente, o adalimumabe desempenha um papel na regulacdo
das respostas inflamatérias induzidas ou controladas por essa citocina (52). Sua
composicao €é caracterizada por duas cadeias leves kappa (K), compreendendo
214 residuos de aminoacidos, com peso molecular de aproximadamente 24 kDa,
e duas cadeias pesadas de 49 kDa, estas com 451 aminoécidos, totalizando 148
kDa (53).
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Figura 2. Atuacdo do adalimumabe. A interagéo entre o receptor de TNF-a, linfocitos
e macréfagos produtores de TNF-a desempenha um papel central na resposta
imunoldgica e inflamatoria. O adalimumabe atua bloqueando especificamente o TNF-q,
inibindo sua ligacdo aos receptores p55 e p57 na superficie celular e,
consequentemente, atenuando a resposta inflamatéria. Figura criada com

BioRender.com

O adalimumabe tem se destacado por sua eficacia abrangente na DC,
tanto na indugdo quanto na manutencdo da cicatrizagdo da mucosa em
pacientes (54). Uma das -caracteristicas significativas que tornam este
medicamento tdo vantajoso € a sua capacidade de autoadministracdo por parte
do paciente, o que elimina a necessidade de visitas frequentes a centros de
saude para realizar infusdes. Além disso, sua reduzida imunogenicidade é uma
caracteristica relevante, uma vez que, sendo totalmente humanizado, minimiza
o potencial de respostas imunoldgicas indesejadas (55).

Sendo comercializado em dose Unica de 40 mg, o adalimumabe deve ser
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administrado por via subcutanea, inicialmente em regime de 14 em 14 dias (52),
sendo capaz de manter sua estabilidade por 18 meses quando armazenado de
2°C a 8°C (53). A seguranca e a eficacia deste medicamento foram avaliadas em
estudos randomizados e controlados por placebo envolvendo mais de 1400
pacientes com DC ativa, abrangendo casos de espectro moderado a grave
(IADC = 220 e < 450) (52). A indugdo da remisséo clinica (IADC < 150) foi
demonstrada em dois estudos distintos (51, 56), ambos revelando que uma
proporcao significativamente maior de pacientes tratados com 160/80 mg de
adalimumabe alcancou a remissdo clinica, quando comparados ao placebo.
Estes estudos destacam a eficacia do medicamento no tratamento da DC, tanto
como agente de inducdo quanto como uma op¢ao para a manutencdo da
remissao, mesmo em casos mais graves.

Em relacédo aos efeitos colaterais do adalimumabe, por se tratar de um
inibidor de TNF-a, os pacientes que fazem uso desse medicamento sdo mais
propensos a infeccbes, em especial a tuberculose. Dessa forma, deve-se realizar
0 monitoramento dos pacientes durante o seu uso, com avaliacdo de historia
clinica e investigacdo de antecedentes de tuberculose para abranger casos de
laténcia, através de testes de Mantoux e radiografia de térax antes de iniciar seu
uso. Além, este ndo deve ser administrado em casos de infecc¢des ativas (52).

A avaliacdo de efeitos indesejaveis durante o uso do adalimumabe foi
analisada em 2334 pacientes, com exposi¢cdes ao medicamento durante 6 meses
e 1 ano. As principais queixas relatadas pelos participantes foram hiperlipidemia,
cefaleias e tonturas, ocorréncia de infec¢des respiratorias do trato superior,

sinusites, rinites, aumento da tosse, e infeccbes no sistema urogenital (52).

1.4. Monitoramento terapéutico do adalimumabe

O monitoramento sérico dos anticorpos monoclonais anti-TNF-a tem sido
amplamente empregado e recomendado na pratica clinica, visando prevenir
tanto o subtratamento quanto o excesso, cenarios que podem resultar em
questdes relacionadas a eficacia e a seguranca (57). Diversos estudos
evidenciaram a correlagdo entre os niveis da droga e melhorias tanto clinicas
quanto endoscoépicas, bem como cicatrizagcdo de mucosas. Essa associacéo

também se reflete na reducdo das taxas de recorréncia da doenca, menor
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necessidade de hospitalizacdes e cirurgias, além de taxas superiores de
remissao e sua manutencgéao (58-60).

Importantes diretrizes de manejo para DIl recomendam que seja realizado o
monitoramento sérico em pacientes. A diretriz de 2017 da American
Gastroenterological Association (AGA) recomenda o monitoramento em
pacientes com doenca ativa, seja identificada por meio de sintomas clinicos ou
confirmada por biomarcadores objetivos. Além disso, também sugere o
monitoramento em pacientes assintomaticos que demonstrem evidéncia de
inflamacdo ativa em exames endoscépicos e/ou radiolégicos (61). A diretriz
também aponta que ajustar as doses para otimizar a medicacdo de forma
empirica pode ser inadequado, especialmente em pacientes que apresentam
algum tipo de falha mecanicista ou imunomediada. Nessas circunstancias, é
recomendavel considerar a substituicdo da classe medicamentosa, em vez de
apenas otimizar o medicamento atual (61).

Especificamente em relacdo ao adalimumabe, estudos recomendam que
niveis a partir de 4,8 pg/ml sdo associados a respostas clinicas favoraveis,
enguanto concentracdes acima de 7,5 pg/ml demonstraram melhora histolégica
(62). Outro trabalho sugere que doses superiores a 13,9 pg/ml na semana 4
estiveram associadas a remissdo apdés 24 semanas, indicando que
concentracfes mais elevadas podem ser necessarias para alcancar a resposta
terapéutica desejada (63). A faixa terapéutica globalmente aceita para as
concentra¢des de adalimumabe é de 5-12 pug/ml (64-66).

O monitoramento sérico pode ser realizado de forma proativa e reativa. O
monitoramento proativo € conduzido preventivamente, visando identificar
possiveis falhas terapéuticas antes que o paciente manifeste sintomas clinicos.
Por outro lado, o monitoramento reativo é realizado em resposta a sinais clinicos
ou endoscopicos de atividade da doenca. Negoescu et al. compararam a
efetividade entre os dois tipos de monitoramento em pacientes utilizando
infliximabe por meio de um modelo de predicdo. Seus dados indicaram que o
monitoramento proativo resultou em menos recorréncias de crises em
comparacao com o monitoramento reativo. Além disso, 0 monitoramento proativo
demonstrou proporcionar economia financeira (67).

A principal técnica para a quantificacdo de produtos biolégicos é o Ensaio

Imunoenzimético (ELISA), que é especifico para antigenos e fornece dados de
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forma quantitativa. Embora seja uma técnica de execucao relativamente simples,
requer um laboratério equipado com um leitor de absorbancia e treinamento
especializado para sua realizacéo e operacdo. Entre as desvantagens, o ELISA
€ caracterizado por uma execucdo demorada e requer um grande numero de
amostras para serem realizadas simultaneamente, a fim de ser economicamente
viavel. Portanto, em ambientes com baixo fluxo de pacientes em um curto
periodo de tempo, pode resultar em longos periodos de espera até que o numero
necessario de amostras seja alcancado para analise (68).

Como alternativa, foram desenvolvidos ensaios de fluxo lateral, também
conhecidos como testes rapidos, para a mensuracdo de produtos biolégicos.
Esses testes de baixo custo, sdo portateis, podendo ser utilizados em clinicas e
leitos. Além disso, os resultados podem ser exibidos tanto de forma quantitativa
guanto qualitativa. Entre as vantagens, esses testes podem ser realizados de
forma individual, eliminando a necessidade de um grande nidmero de amostras
para serem analisadas simultaneamente. Além disso, possuem um tempo de
execucao curto, variando de 15 a 30 minutos (69).

Diversos ensaios comercialmente padronizados estdo disponiveis para a
mensuracao de niveis séricos de adalimumabe, sendo extremamente Gteis no
manejo das DIl. Em um estudo realizado por Cheli et al., os pesquisadores
avaliaram a performance, a intercambialidade e a correlacdo entre o ensaio
ELISA (Chorus Promonitor®) e o ensaio de fluxo lateral (RIDA QUICK®) para a
mensuracao sérica de infliximabe e adalimumabe. Os resultados indicaram uma
boa concordancia entre as concentra¢cdes minimas de adalimumabe nos dois
ensaios, mas uma correlacao fraca para infliximabe (70). Similarmente, Gomes
et al. também investigaram a intercambialidade dos ensaios de fluxo lateral
(Quantum Blue®) e ELISA (Promonitor®) para a mensuracdo de infliximabe,
encontrando diferencas significativas entre os testes e uma concordancia
moderada (71).

Dessa maneira, a comparacdo entre testes demonstra-se benéfica ao
permitir a identificacdo das metodologias que fornecem resultados mais precisos,
assegurando a mensuracdo real dos niveis séricos dos medicamentos. Além
disso, € possivel obter informacdes sobre a custo-efetividade, permitindo a
adocdo de opgbBes mais econdmicas e a determinacdo da viabilidade de

realizacdo dos testes em ambientes com infraestrutura limitada.
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1.5. Imunogenicidade associada ao adalimumabe

Com um maior uso de terapias biologicas ao longo do tempo, observou-
se que, entre um consideravel nimero de pacientes submetidos a tratamentos
com anticorpos monoclonais, alguns apresentaram respostas imunologicas
indesejadas em relacéo as terapias (72-74). Pesquisas demonstraram que certos
pacientes tém uma maior suscetibilidade ao desenvolvimento dessas respostas
imunoldgicas indesejadas, resultando na producdo de anticorpos contra as
terapias bioldgicas (75, 76).

A imunogenicidade, caracterizada pela capacidade dos compostos
terapéuticos de estimular a producdo de anticorpos contra seu préprio sistema
foi identificada em estudos recentes como um dos principais fatores subjacentes
a ineficacia terapéutica observada nos individuos que fazem uso de anticorpos
monoclonais (77-79), e assim impactando diretamente no curso da doenca.

O processo de imunogenicidade implica em uma sequéncia de etapas
complexas (Figura 2). Inicialmente, ocorre a endocitose terapéutica, na qual as
células do sistema imunoldgico reconhecem o medicamento e internalizam uma
fracdo do mesmo. Subsequentemente, as células T desempenham um papel
crucial, orquestrando a ativacdo do sistema imunolégico em resposta ao
adalimumabe. Essas células identificam o medicamento como um elemento
estranho e coordenam a resposta imunoldgica, estimulando, assim, outros tipos
celulares a serem ativados, incluindo as células B (1).

Uma vez ativadas, as células B iniciam a producdo de anticorpos
especificos, cujo alvo é o adalimumabe. A liberacdo de anticorpos anti-
adalimumabe pode resultar em um comprometimento da eficacia do
medicamento, uma vez que tais anticorpos tém a capacidade de neutraliza-lo,
diminuindo, assim, sua habilidade de identificar o TNF-a livre e
consequentemente de tratar as condicbes meédicas para as quais foi prescrito.

Dessa forma, compreender os processos de endocitose terapéutica,
ativacdo das células T, resposta das células B e liberacdo de anticorpos anti-
adalimumabe é essencial para aprimorar esses medicamentos bioldgicos e evitar
seu reconhecimento pelo sistema imunoldgico, provendo uma terapia mais eficaz

e que possa melhorar a qualidade de vida dos pacientes a curto e longo prazo.
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Figura 3. Avaliacdo de imunogenicidade ao adalimumabe. O processo de
imunogenicidade envolve a internalizacdo do medicamento por células do sistema
imunologico, seguida pela ativacdo das células T, que coordenam a resposta
imunoldgica, incluindo a ativagéo das células B. Essas células B produzem anticorpos
direcionados ao medicamento, o que pode reduzir sua eficacia ao neutraliza-lo. Figura

criada com BioRender.com.

Diversos fatores podem levar ao desenvolvimento de anticorpos anti-
droga (ADA), como o perfil imunolégico do paciente, a forma de administracéo
da droga, a proépria estrutura do anticorpo monoclonal, e uso de medicactes
concomitantes (80, 81). Assim, o aprimoramento da terapia com base na
monitorizacdo dos niveis séricos dos medicamentos biologicos e dos niveis de
ADA oferece inUmeros beneficios na amenizacdo de efeitos adversos. Essa
abordagem possibilita um ajuste terapéutico ideal, abrangendo desde os efeitos
mais leves, que podem ser gerenciados com anti-histaminicos e corticosteroides,
gue ndo comprometem seu uso continuo, até os efeitos mais graves, que
justificariam a descontinuacdo do tratamento com o adalimumabe e posterior
troca para outra medicacao.

Estudos estédo atualmente em andamento para esclarecer a relagéo entre
a utilizacdo de terapias bioldgicas e a inducdo da imunogenicidade resultante do
uso desses medicamentos. Fatores genéticos, a gestdo do tratamento e a
estratégia de dosagem estdo entre 0s possiveis elementos correlacionados a
reducgéo da eficacia terapéutica (82).

A deteccdo de ADA demonstra uma correlagdo significativa com a
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reducdo dos niveis séricos da medicacéo (72, 83). Através da estimulacdo da
proliferacéo de linfocitos, ocorre a producdo de ADA que podem se complexar
com o anti-TNF-a, formando complexos imunes, estes também envolvidos na
remocao do farmaco e consequente falha terapéutica.

Complexos imunes sao gerados mediante o aumento da producao de
anticorpos por linfécitos B, em resposta a antigenos especificos ou a presenca
excessiva destes Ultimos. Esses complexos, em geral, se caracterizam pela
presenca de multiplos anticorpos, notadamente IgG e IgM, que se ligam ao
antigeno correspondente, resultando na formacdo de extensas cadeias
insoluveis (1).

Estes complexos, por sua vez, favorecem a depuracdo do farmaco
através do sistema reticulo-endotelial, promovendo uma acentuada diminuicéo
nos niveis séricos da medicacao e exercendo um impacto notavel sobre a sua
eficacia clinica (Figura 4) (82, 84-86).
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Figura 4. Formacdo de complexos imunes. Os complexos imunes potencializam a
depuragdo do anticorpo monoclonal mediante a acdo do sistema reticulo endotelial,
resultando em uma reducdo substancial dos niveis plasmaticos de adalimumabe,

exercendo um impacto substancial em sua eficacia. Figura criada com BioRender.com.

Em estudo conduzido por Van Schouwenburg et al (2013), evidenciou-se
que, em individuos acometidos por artrite reumatoide que desenvolveram
anticorpos em reacao a administracédo de adalimumabe, observou-se a presenca
de complexos imunes em escala reduzida algumas semanas apos a aplicacéo
do farmaco (87). Kroenke et al (2021) investigaram a resposta imunoldgica de

uma heteroimunoglobulina com semelhanca ao TNF-a em individuos saudaveis.
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Este estudo constatou a formacdo de ADA nos participantes, e também
identificou a presenga de anticorpos direcionados ao TNFa enddégeno nos soros
dos individuos tratados com a referida heteroimunoglobulina. Tais resultados
reiteram que a formacdo de complexos imunes entre um agente terapéutico e
seu alvo pode desencadear a perda de tolerancia imunolégica e promover a
geracdo de uma resposta de anticorpos direcionada ao alvo terapéutico em
guestao (88).

1.6. Influéncia da variabilidade genética

Sabendo da importancia dos fatores genéticos na etiologia das DI,
diversos estudos buscaram avaliar padrées genéticos associados as doencgas,
de modo a encontrar variantes de risco para o seu desenvolvimento. Mutagdes
em genes foram alvo de investigacdes, como a avaliacdo de polimorfismos para
0 gene NOD2 que foram associados com a ocorréncia da doenca (89). Assim,
foram realizados diversos estudos de associacao gendmica ampla (GWAS), os
quais comparam a frequéncia de alelos de uma variante entre os individuos
acometidos por determinada doenca, e aqueles saudaveis.

Investigar a influéncia do perfil genético do paciente e correlaciona-la as
terapias disponiveis e a possiveis efeitos adversos é algo que pode trazer muito
beneficio para o manejo das DIl. No estudo conduzido por Chouchana et al,
evidenciou-se a presenca de um polimorfismo genético na enzima tiopurina S-
metiltransferase (TPMT) em individuos de ascendéncia caucasiana. Este
polimorfismo resultou na diminuicdo da atividade da TPMT e em elevadas
concentracbes de 6-tioguanina (6-TGN), estando correlacionado com a
incidéncia de mielotoxicidade em pacientes submetidos a
terapéutica com tiopurinas (90).

Dado que a imunogenicidade representa apenas um dentre 0s inGmeros
fatores determinantes na resposta clinica as terapias anti-TNF-a, pesquisas tém
sido conduzidas com o intuito de elucidar quais outros elementos contribuem
para o éxito ou insucesso dessas terapias. Até o momento presente, a influéncia
da variabilidade genética nesses processos imunogénicos, particularmente no
contexto das doencas inflamatérias intestinais, permanece uma questdo de

consideravel incerteza, e a relagdo entre variacbes genéticas e a falha
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terapéutica tem sido objeto de investigacao.

Pesquisadores buscaram avaliar a falha terapéutica associada ao uso de
infliximabe e fatores genéticos associados ao NOD2 em individuos né&o
respondedores. O estudo demonstrou que pacientes que apresentavam
homozigose para as variantes de alto risco de IL23R se beneficiavam de uma
melhor resposta quando comparados aos homozigotos que apresentavam
variante de baixo risco para IL23R (91). O mesmo grupo também avaliou
polimorfismos de genes associados a apoptose na predicdo da resposta ao
infliximabe em pacientes com DC luminal e com fistulizante. Os achados
demonstraram uma associacao significativa entre polimorfismos no gene FasL e
a resposta ao infliximabe em ambos os grupos (91), sendo o FasL um ligante
chave indutor de apoptose da familia do TNF-a (92).

A pesquisa conduzida por Aterido et al (2019) investigou a correlacéo
entre polimorfismos genéticos do gene CD96, que codifica uma proteina que,
juntamente com seu ligante CD155, desempenha um papel na ativacdo das
células B, e consequente producéo de anticorpos, com a resposta terapéutica ao
adalimumabe. Os investigadores observaram que a variacdo genética na via do
CD96-CD155 pode aumentar a predisposicdo a producdo de anticorpos
antidrogas, induzindo a upregulacdo do CD155 e a subsequente polarizacéo
para o fendétipo Th2, que atua como ativador de linfocitos B. Assim,
estabeleceram uma associacdo entre o locus CD69 e a imunogenicidade
associada ao adalimumabe, influenciando, assim, a resposta clinica ao
tratamento (93).

A identificacdo de associacfes entre o perfil genético do paciente e as
caracteristicas clinicas e respostas terapéuticas desempenham um papel crucial
no desenvolvimento de abordagens personalizadas na pratica médica. Um
exemplo significativo reside na mutacdo do gene ATG16L1 (Autophagy-related
gene 16-like 1), que demonstrou ter uma relagdo direta com a DC. Este gene é
responsavel por regular processos de autofagia celular e o clearance bacteriano,
funcbes cruciais desempenhadas pelas células do sistema imunoldgico inato
(11). Em estudo conduzido por Nuij et al (2017), foi identificada uma associacéo
de relevancia estatistica entre a administracao de agentes anti-TNF-a e variantes
de risco genético no gene ATG16L1. Os pacientes acometidos por DIl que

apresentavam polimorfismos neste gene demonstraram uma maior



38

probabilidade de obter beneficios significativos com o uso de adalimumabe,
resultando em uma resposta terapéutica mais eficaz (94).

Dessa maneira, considerando a ocorréncia de processos imunogénicos
ao adalimumabe, como presenca de anticorpos contra agentes anti-TNF e a
formacdo de complexos imunes, e dado o contexto ainda nao totalmente
elucidado da contribuicdo dos fatores genéticos para o sucesso ou fracasso
terapéutico acreditamos que nosso trabalho contribui para o conhecimento nesta
area. Além disso, este estudo poder servir de base para a avaliacdo dos niveis
séricos de adalimumabe, bem como para a deteccdo de ADA presente no
sangue periférico, que pode ser realizada de forma sistematica nos diversos
servicos de saude e instituicbes especializadas em DIl no Brasil, podendo
fornecer novas elucidacdes que correlacionem fatores genéticos e imunolégicos
com o quadro clinico dos pacientes, contribuindo para o desenvolvimento de uma

base cientifica que possa auxiliar na personalizagéo terapéutica.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar a dosagem quantitativa do nivel sérico de adalimumabe, bem
como deteccdo de ADA, a formacéo de complexos imunes e analisar variantes
genéticas relacionados a imunogenicidade em pacientes com DIl acompanhados
no Ambulatério de Doencas Inflamatorias Intestinais “Juvenal Navarro Goées”,
noo Gastrocentro/Unicamp e no Ambulatoério de Diarréias do Hospital das

Clinicas da Unicamp.

2.2. Objetivos Especificos

e Correlacionar os niveis séricos de adalimumabe e a presenca de ADA
com a atividade clinica da doenca e com resultados de exames objetivos
(ileocolonoscopia e/ou enterorresonancia) realizados na rotina desses
pacientes.

e Comparar dois testes para a quantificacdo dos niveis séricos de
adalimumabe, avaliando sua intercambialidade e performance.

e Quantificar a formacdo de complexos imunes no soro de pacientes e
correlaciona-los com os niveis séricos de adalimumabe e a presenca de
ADA anteriormente detectados.

e Realizar a genotipagem dos genes CD96, CD155 e ATG16L1 nos
pacientes e correlaciona-los com as demais variaveis numéricas e
categoricas do estudo, incluindo os niveis séricos de adalimumabe e a

presneca de ADA.
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3. CASUISTICA E METODO

3.1. Desenho do estudo e amostra da populacéao

Trata-se de um estudo prospectivo, quantitativo e transversal, no qual
foram avaliados 70 pacientes com DC, de ambos os sexos, que fazem
acompanhamento no Ambulatorio do Gastrocentro e do Hospital das Clinicas -
Unicamp, e que estdo fazendo uso continuo e regular de adalimumabe. A coleta
de dados ocorreu entre os anos de 2020 e 2024.

Os pacientes selecionados estavam em acompanhamento no ambulatério
de DIl do Gastrocentro e no de Diarréias do Hospital das Clinicas da Unicamp,
com diagndstico confirmado de DC e que estavam em uso de adalimumabe
como regime terapéutico. De aproximadamente 1 mil pacientes em
acompanhamento no ambulatério de DIl do Gastrocentro, 58 pacientes
participaram do estudo; e de aproximadamente 350 pacientes em seguimento
no Diarréias do Hospital das Clinicas, 12 foram incluidos do estudo. A partir
desse grupo, selecionaram-se os pacientes na fase de manutencéo da terapia
biolégica, que haviam realizado ileocolonoscopia ou enterografia por
enteroressonancia magnética em um periodo de até um més antes ou apos a
coleta de sangue. Esta coleta foi programada para ocorrer o mais proximo
possivel da administracdo seguinte de adalimumabe.

3.1.1. Critérios de inclusao

Pacientes com diagnostico clinico e endoscopico de DC em tratamento
regular de manutencdo com adalimumabe (a partir da sexta semana de

aplicacéo), e com a presenca e regularidade as consultas médicas.

3.1.2. Critérios de exclusao

Foram excluidos os pacientes com auséncia de algum exame objetivo
(ileocolonoscopia e/ou enterorresonancia) no ultimo um més do dia da coleta de
sangue periférico, ou que néo tivessem esses exames agendados na rotina no

proximo um més depois do dia da coleta de sangue periférico.
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3.1.3. Caracterizacdo da casuistica e consideracdes éticas

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica da Unicamp (CAAE:
92894418.4.0000.5404). O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
foi lido na integra pelos pacientes e aqueles que aceitaram participar do estudo,
tiveram colhidas suas assinaturas com local e data, sendo duas vias (uma delas
ficando com o paciente). Foram seguidos 0s aspectos éticos e legais da pesquisa
com seres humanos de acordo com a Resolugcdo no 466/12 do Conselho
Nacional de Satde e Comité de Etica e Pesquisa.

Apos terem aceitado participar do estudo, os individuos foram convidados
a responder um questionario clinico-demogréfico (Anexo 8.1), no qual foram
coletados dados relativo ao sexo, idade, raca, tipo de DII, idade ao diagnéstico,
tempo de duracédo do DII, tempo de uso de adalimumabe, dosagem inicial de
adalimumabe (mg), alteracdo da dose ou da frequéncia de uso, cirurgia anterior
relacionada a DC, uso de imunomoduladores concomitantes (azatioprina e
metotrexato), e uso prévio de outros imunobiolégicos para tratamento da DC.
Foram utilizados dados provenientes de exames laboratoriais realizados
rotineiramente nos pacientes, 0s quais estavam registrados em seus prontuarios
meédicos. Em seguida, foi realizado o calculo do IADC, conforme descrito no
Anexo 9.2.

Os pacientes eram alocados como pertencentes ao grupo atividade ou
remissao de acordo com critérios objetivos. A atividade da doenca foi avaliada
por colonoscopia (doenga ativa definida como pontuagao CDEIS =25 — Anexo 9.3
- ou presenca de Ulceras profundas em pelo menos um segmento intestinal) ou
enterografia por ressonancia magnetica nuclear (ERM) (doenca ativa definida
como presenca de Ulceras profundas em pelo menos um segmento intestinal).

Apos, foram coletadas amostras de sangue, sendo 5 ml em tubo seco para
obtencéo de soro para posterior dosagem dos niveis séricos e deteccédo de ADA,
além da quantificagdo da formacdo de complexos imunes; e dois tubos com
anticoagulante &cido etilenodiamino tetracético (EDTA) de 5ml cada para a
obtencdo do DNA genbmico, com a finalidade de realizar a genotipagem dos
genes CD96, CD155 e ATG16L1 por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

em tempo real.
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Todas as amostras foram armazenadas em freezer a -80°C de acordo
com aregulacao do biorrepositério (Anexado no Formulario da Plataforma Brasil)
para posteriores analises.

Vale ressaltar que independente do resultado obtido nas amostras
sanguineas, estes nao interferiram no tratamento proposto aos pacientes com

DC, acompanhados nos ambulatérios do Gastrocentro/Unicamp e HC/ Unicamp.

3.1.4. Aspectos relacionados as caracteristicas socioecondmicas,

demografica, avaliacdo clinica e laboratorial.

O questionario estruturado abordou questbes sobre aspectos
socioeconémicos, demograficos, dados clinicos e laboratoriais.

A primeira etapa se deu por meio de questdes sobre endereco atual, local
de nascimento e estado civil. A segunda etapa foi investigativa acerca dos
sintomas iniciais da DC, e é seguida pela histéria pessoal do individuo, com
guestdes sobre o tempo de tratamento com adalimumabe, as reacdes adversas
apresentadas apos a infusdo, a dosagem atual da medicacdo (mg/aplicacéo),
além da coleta de dados do prontuario médico (resultados dos exames objetivos,
como ileocolonoscopia, enterorresonancia, e exames laboratoriais como,
hematdcrito, proteina C reativa, velocidade de hemossedimentagdo, numero de
plaguetas). A terceira etapa foi a realizacdo do IADC pelo médico responsavel.

A Ultima fase se deu através dos resultados obtidos pela leitura dos
experimentos realizados na amostra sanguinea de cada individuo, mensurando
0s niveis séricos de adalimumabe, a deteccdo ADA, a quantificacdo de
complexos imunes e a analise genética dos polimorfismos dos genes CD96,
CD155 e ATG16L1.
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3.2. Método

3.2.1. Determinacédo da concentracédo sérica de adalimumabe e deteccédo de

anticorpos anti-adalimumabe

A amostra de sangue total, obtida da coleta dos pacientes com DC em
uso de adalimumabe, foi centrifugada por 10 minutos, para separacao do soro.
Cerca de 3 ml de soro foram armazenados em biofreezer.

A determinacao da concentracdo de adalimumabe foi realizada tanto por
ensaio de imunoabsor¢do enziméatica classica (ELISA) (Promonitor® - Progenika
Biophama, S. A. Espanha) quanto por ensaio de fluxo lateral (teste rapido da
Bihlmann® Quantum - Blue - Bihlmann Laboratories AG Schénenbuch, Suica),
de acordo com a recomendacéo do fabricante. Em ambos os ensaios, valores
entre 5-12ug/ml foram considerados terapéuticos, enquantos valores abaixo de
5 eram considerados infraterapéuticos, e acima de 12 supraterapéuticos.

A deteccéo de ADA foi realizada por ensaio de ELISA (Promonitor® -
Progenika Biophama, S. A. Spain) para os pacientes que apresentavam niveis
infraterapéuticos (<5ug/ml). Os resultados obtidos foram comparados com uma
curva padrao, utilizando amostra de concentracéo conhecida presente no préprio
ensaio.

Os intervalos de deteccdo de cada ensaio utilizado, estdo descritos no
Quadro 2.

Quadro 2. Intervalos de deteccao dos testes utilizados.

Teste Intervalo de deteccgéo

Quantum Blue®

Nivel sérico de (Bihlmann): Ensaio de 1.3-35 pg/ml
adalimumabe Fluxo Lateral
Promonitor® (Grifols): 20,024 pg/mL e £ 12

o Promonitor® (Grifols): -
Niveis de ADA ELISA >10 AU/mI: positivo
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3.2.2. Determinacéo da formacao de complexos imunes

A quantificacdo da formacdo de complexos circulantes foi realizada por
meio de ensaio de imunoabsorcdo enzimatica classica (Buhllmann® CIC-CIQ
EIA - BUhlmann Laboratories AG Schénenbuch, Suica) a partir do soro de
pacientes com DIl em uso de adalimumabe, obtidos como descrito no item

3.1.3, de acordo com a recomendacéao do fabricante.

3.2.3. Obtencao do DNA gendGmico e ensaio de genotipagem

O DNA gendmico foi obtido das amostras de leucdcitos do sangue
periférico através da extracdo de DNA com cloreto de litio (LiCl) e proteinase K.
O DNA gendmico extraido foi submetido a eletroforese em gel de agarose a 1%
corado com brometo de etideo para verificacdo de sua integridade. A
concentragéo e a pureza das amostras de DNA foram determinadas por meio do
espectrofotometro NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies®, Estados
Unidos).

Os gendtipos do polimorfismo para ATG16L1 (rs10210302), CD96
(rs9828223) e CD155 (rs203710) foram avaliados por meio da PCR em tempo
real utilizando o ensaio para genotipagem TagMan®. A reacdo de PCR foi
realizada com a utilizacdo do DNA dos pacientes, SNP Genotyping Assay Mix
1X (contendo dois pares de sondas e dois fluorocromos detectores: FAM® e
VIC® - (Life Technologies®, Estados Unidos), TagMan®Universal PCR Master
Mix 1X (contendo a Tag DNA polimerase, desoxiribonucleotideos (dNTPs) e
solucéo tampao com componentes otimizadores da reacao (Life Technologies®,
Estados Unidos), além de agua estéril. As condi¢cdes de amplificag@o consistiram
na ativacao inicial da Taq DNA polimerase (Life Technologies®, Estados Unidos)
a 95°C por 10 minutos, seguidos de 45 ciclos de incubacéo a 92°C por 15
segundos e a 60°C por 1 minuto. Os resultados da genotipagem foram
visualizados por meio do programa TagMan® Genotyper (Applied Biosystems®,
Estados Unidos).

3.3. Andlise estatistica
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A analise descritiva foi expressa como mediana + minimo e maximo. A
normalidade foi avaliada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov com limiar de p >
0,1. Os niveis séricos de adalimumabe foram examinados quanto a atividade da
doenca, ao uso de drogas imunomoduladoras concomitantes e a presenca de
anticorpos anti-adalimumabe pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney,
enquanto as variaveis categoricas foram avaliadas pelo teste Qui-Quadrado (x2).
Foi adotado um nivel de significancia de 5% para todos os testes estatisticos. A
analise estatistica e os gréaficos foram gerados utilizando o software GraphPad
Prism, versao 8 (Califérnia, EUA).

O teste Wilcoxon foi empregado para avaliar as diferencas entre os
resultados de ELISA e Quantum Blue dentro da faixa de medicdo. Métodos néo
paramétricos foram utilizados devido ao desvio dos dados de uma distribuicédo
normal. A concordancia entre os resultados obtidos pelo ELISA e os testes
rapidos foi avaliada por meio da andlise de regressdo Passing-Bablok (95) e da
técnica de Bland-Altman. A andlise de regressao Passing-Bablok é empregada
para investigar a existéncia de uma relacao linear entre as variaveis X e Y (ELISA
e teste rapido), fornecendo intervalos de confianca para a inclinacdo (B) e
interceptacdo (A). Tais parametros sdo utilizados para determinar se ha uma
diferenca significativa entre B e 1, bem como entre A e 0. Se o intervalo de
confianca de 95% (IC 95%) para a inclinacéo incluir o valor 1 e o IC 95% para a
interceptacado abranger o valor 0, isso indica auséncia de diferenca proporcional
e constante entre os meétodos, respectivamente. A andlise incluiu apenas
pacientes cujos valores de adalimumabe estavam dentro da faixa de deteccdo
de ambos os testes. O teste de linearidade CUSUM foi empregado para verificar
se os residuos estdo distribuidos aleatoriamente acima e abaixo da linha de
regressdo, a fim de avaliar a linearidade na relacdo entre os meétodos e a
aplicabilidade da regressédo (96). Para realizar essas analises estatisticas,
utilizou-se o software Stata Statistical Software, versédo 14 (College Station, TX,
EUA).

Para a genotipagem, em relacéo as variaveis continuas, utilizamos o teste
de normalidade de Shapiro-Wilk para avaliar a distribuicdo da normalidade. De
modo a analisar as variaveis categoricas reais, utilizamos a comparacao de

frequéncias através do teste de qui-quadrado.
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4. RESULTADOS

4.1. Dados Clinicos e Demogréficos

A partir dos dados adquiridos nos prontuarios médicos, foi possivel efetuar
a caracterizacao dos pacientes participantes no estudo, conforme demonstrado
na Tabela 1. Do total de 70 pacientes incluidos em nosso estudo, 43 foram
classificados como tendo DC em atividade (DCA). A maioria desses pacientes
era composta por homens, e apresentava mediana de duracao da doenca de 12
anos. Em relacdo a cirurgias, 16 pacientes precisaram se submeter a
intervencdes cirdrgicas ao longo curso da doenca. Quanto ao adalimumabe, a
mediana de tempo de uso foi de 36 meses, com 17 pacientes utilizando o
adalimumabe em regime de 7/7 dias, e 26 em regime 14/14 dias. Doze pacientes
utilizavam medicacao imunossupressora concomitantemente como terapéutica.

Ademais dentre os pacientes DCA, 5 pacientes apresentaram reacfes
adversas ao adalimumabe, sendo que as queixas mais comuns foram
relacionadas a problemas dermatoldgicos, como vermelhiddo na pele.
Observou-se também predominéancia da Classificacdo de Montreal A2L3B1, com
17 pacientes apresentando acometimento perineal e 22 relataram manifestacées
extra intestinais, sendo a artralgia a principal queixa relatada. A mediana do
IADC foi de 178,2 neste grupo, e em termos laboratoriais, esses pacientes
apresentaram uma mediana de 5,32 mg/ml de Proteina C reativa e 1000 ug/g de
Calprotectina fecal.

O grupo em remissao (DCR) foi composto por 27 participantes,
apresentando em sua maioria mulheres, e uma mediana de duragdo da doenga
de 13 anos. Dentre esses pacientes, 16 necessitaram passar por intervencdes
cirdrgicas. A mediana de uso de adalimumabe foi de 60 meses, com 5 pacientes
utilizando o medicamento no regime semanal e 22 no regime a cada 14 dias.
Quatorze pacientes utilizaram medica¢cbes imunossupressoras junto ao anti-
TNF-a. Em relacédo a reagdes adversas ao medicamento, apenas dois pacientes
apresentaram queixas, sendo uma dermatolégica (vermelhiddo) e outra
sistémica (indisposicdo geral apds a aplicacdo). Observou-se predominio da
Classificacdo de Montreal A2L2B1, com 10 pacientes apresentando
acometimento perineal e 16 com manifestagdes extra intestinais. Semelhante ao

grupo DCA, a artralgia também foi a principal queixa relatada por esses
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pacientes. A mediana do IADC nesse grupo foi de 113. Os resultados
laboratoriais revelaram uma mediana de 2,0 mg/ml de Proteina C-Reativa e 30
Mg/g de Calprotectina Fecal.

Quando comparados 0s grupos, os pacientes DCA apresentaram menor
tempo de duracédo de terapia com o adalimumabe, e maiores valores de IADC,
CDEIS, PCR e Calprotectina fecal quando comparados aos pacientes DCR,

entretanto estes ultimos apresentam maiores niveis de albumina.

Tabela 1. Caracteristicas clinicas e demogréaficas dos participantes.

Grupo DCA Grupo DCR p
Numero de Pacientes 43 27 -
Sexo (M/F) 26/17 13/14 -
Idade (anos) 44 [18-77] 40 [19-79] 0,7673
Tempo de Evolucéo da Doenca 12 [0,3-36] 13 [3-34] 0,3505
(anos)
Submetidos a intervencgéo cirurgica 16 16 -
IMM concomitante ao adalimumabe 12 14 0,806
Idade no Diagnéstico (A1/A2/A3) 5/27/11 2/21/4 -
Localizagdo (L1/L2/L3) 11/10/22 7/12/8 -
Comportamento da Doenca 19/11/13 14/8/5 -
(B1/B2/B3)
Doenca Perineal (sim/néo) 17/26 10/17 -
ManifestacOes extraintestinais -
(sim/néo) 21/22 16/11
Artralgia 19 14 -
Manifestacdes oftalmoldgicas 4 1 -
Manifestacdes dermatologicas 2 1 -
Tabagismo (sim/n&o) 2/41 0/27 -
Duracédo da Terapia com 36 [2-168] 60 [7-216] 0,0390
Adalimumabe (meses)
Regime de aplicacéo do
adalimumabe
Semanal 17 5 -
A cada 14 dias 26 22 -
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Apresentacao de Reacdo Adversa 5/38 2/25 -

ao Adalimumabe (sim/né&o)

Lesdes dermatoldgicas 5 1 -
Reacdao sistémica 0 1 -
Uso prévio de imunobiologico 18/25 4/23 0,018
(sim/néo)

IADC 178,2 [16,4-563] 113 [0-441,2] 0,0024
CDEIS # 6,9 [1,8-26] 0 [0-3] <0,0001
Sinal de inflamacé&o na 21/0 0/10 -
Enteroressonéncia nuclear

magnética (sim/néo) ¢

Hematdcrito (%) 40,4 [20,4-53,1] 42,4 [30,5-53,9] 0,1883
Plaquetas (x109) 291 [106-570]  267,5 [161-471] 0,1367
Velocidade de 43 [5-120] 28,5 [4-46] 0,1743
Hemossedimentacgéo (%)

Nivel de Albumina (g/dL) 3,9 [2,8-4,6] 4,15 [3,6-5] 0,0010
Proteina C-Reativa (mg/L) ¥ 5,32 [0,1-69] 2 [0-23] 0,0121
Calprotectina fecal (ug/g) & 1000 [192-2632] 30 [2-129] <0,0001

As varidveis numéricas sdo descritas como mediana (min, max) e as variaveis categoéricas como
frequéncias absolutas. DCA = doenca de Crohn ativa. DCR = doeng¢a de Crohn em remisséo. M
= masculino, F = feminino. CDAI = indice de atividade da doenc¢a de Crohn. CDEIS = indice de
gravidade endoscoépica da doenga de Crohn. IMM = Imunossupressor. # CDEIS foi mensurado
em 30 pacientes do grupo DCA e 25 pacientes do grupo DCR. ¢ Presencga de ulceras e realce
de contraste da mucosa em pelo menos um segmento intestinal. ¥ A proteina C reativa foi
mensurada em 39 pacientes do grupo CDA e em 25 do grupo CDR. & A calprotectina fecal foi
mensurada em 17 pacientes do grupo DCA e em 8 pacientes do grupo DCR. Valores

significativos de p estao escritos em negrito.

4.2. Comparacdo de niveis séricos de adalimumabe dentre os grupos

atividade e remissao

As concentragfes seéricas de adalimumabe foram mensuradas tanto pelo
ensaio Quantum-Blue (Figura 5a), quanto pelo Promonitor (Figura 5b). Nao foi
encontrada diferenga significativa em relagdo aos niveis de medicacdo em

ambos grupos.
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Figura 5. Niveis séricos de adalimumabe em pacientes com doenca de Crohn (DC)
em atividade e remissdo. Dosagem realizada por ensaio Quantum-Blue (a) e
Promonitor (b). Para DCA: n=43; para DCR: n=27. *p <0.05 é considerado
estatisticamente significativo versus DCA. DCA: grupo de pacientes com doenca de

Crohn em atividade. DCR: grupo de pacientes com doenca de Crohn em remissao.

Ao avaliar a estratificacdo dos pacientes DCA quanto aos niveis
terapéuticos (Figura 6a), por meio do ensaio Quantum-Blue, nove apresentaram
niveis infraterapéuticos (20,94%), onze apresentaram niveis ideais (25,58%), e
vinte e trés supraterapéuticos (53,48%). Para o ensaio Promonitor®, doze
pacientes apresentaram niveis infraterapéuticos (27,90%), dez com
concentracOes ideais (23,25%) e vinte supraterapéuticos (48,85%). Quanto aos
pacientes em remissdo (Figura 6b), para o ensaio Quantum-Blue, trés
apresentaram niveis infraterapéuticos (11,11%), sete apresentaram niveis
terapéuticos (25,92%), e dezessete supraterapéuticos (62,97%). Para o ensaio
Promonitor, trés apresentaram niveis infraterapéuticos (11,11%), oito

terapéuticos (18,60%) e dezesseis supraterapéuticos (70,29%).
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Figura 6. NOomero de pacientes em cada categoria de nivel terapéutico. Dosagens
realizadas por ensaio Quantum-Blue e Promonitor. (a) Pacientes pertencentes ao grupo
atividade, estratificados de acordo com o0s niveis terapéuticos. (b) Pacientes

pertencentes ao grupo remissao, estratificados de acordo com os niveis terapéuticos.

Em seguida, realizamos a andlise da concentracdo sérica de
adalimumabe na presenca de medicacdo imunomoduladora concomitante ao
TNF-a. Quando mensurada tanto pelo ensaio Quantum-Blue quanto pelo ensaio
Promonitor, ndo encontramos diferencas sigificativas na influéncia do
imunomodulador no nivel sérico do adalimumabe (Figura 7). Entretanto,
identificamos uma tendéncia em relagdo a um maior nivel sérico de adalimumabe
nos pacientes que utilizavam imunomodulador concomitante quando mensurado

pelo ensaio Quantum-Blue.
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Figura 7. Niveis séricos de adalimumabe em pacientes com DC em associagdo a
imunomoduladores. Dosagens realizadas por ensaio Quantum-Blue (a) e Promonitor
(b). Para IMM-: n=35; para IMM+: n=34. *p <0.05 é considerado estatisticamente
significativo versus IMM+. IMM: Imunomodulador.

4.3. Comparacdao e intercambialidade entre testes

Com o objetivo de avaliar a intercambiabilidade dos testes, foi realizada
uma andlise para determinar se ambos 0s testes operavam de maneira
consistente na medicdo dos niveis séricos de adalimumabe. Foi observada uma
diferenca estatisticamente significativa (p = 0,003) na mediana quando
comparados os dois testes sendo 5,49 (IQR 2,97 — 6,08) para Promonitor e 8,2
(IQR 5,3 — 13,2) para Quantum Blue. Esses dados indicam uma disparidade
entre suas medicdes (Figura 8), com uma dispersdo consideravelmente maior
nos resultados do Quantum Blue. Para essas analises, utilizaram-se as amostras
que apresentaram niveis dentro dos limites de deteccao do teste (n=23), ou seja,
valores de concentracao situados entre o limite inferior de quantificacéo (LLOQ)
e o limite superior de quantificacdo (ULOQ) para ambos os testes.
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Figura 8. Comparagéo entre o ensaio Promonitor (ELISA) e Quantum-Blue (ensaio
de fluxo lateral). Os box-plots demonstram a comparacdo das concentracdes de
adalimumabe (mg/mL), sendo a mediana representada pela linha horizontal, diferenca

estatisticamente significativa (*p=0,003).

A aplicacdo do teste CUSUM sugere que a regressao linear € uma
escolha apropriada para avaliar a relacdo entre as variaveis (p>0,20); desta
maneira, prosseguimos com o teste Passing-Bablok (Figura 9). As
concentracfes séricas de adalimumabe dentro do intervalo de deteccédo foram
avaliadas em 23 pacientes para cada teste analitico. Para o teste Quantum Blue
a mediana foi 8,2, enquanto para Promonitor, a mediana foi 5,50. Os resultados
indicam que as medi¢cOes realizadas pelo teste Quantum-Blue séo cerca de
8,25% maiores do que as realizadas com o da Promonitor. Ndo houve diferenca
significativa de zero (3,526; IC 95%: 0,842 a 4,742), no intercepto da regressao
Passing-Bablok, porém houve uma inclinacdo menor que um (0,266; IC 95%:
0,085 a 0,583), indicando uma diferenca proporcional entre os testes. Além,
encontramos um coeficiente de correlagdo de concordancia de Lin foi de 0,247,

sugerindo uma concordancia moderada entre eles.
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Figura 9. Regresséo linear para comparac¢ao entre os ensaios Promonitor (ELISA)
e Quantum-Blue (ensaio de fluxo lateral). A analise de regressao linear pelo método
de Passing-Bablok foi realizada para os niveis séricos de adalimumabe, revelando
concordancia de Lin de 0,247.

Apos, foi realizado um teste de Bland-Altman para complementar a
comparacao e avaliar o grau de concordancia entre os dois ensaios. Essa andlise
evidenciou uma concordancia moderada entre os dois testes (correlacdo de
Spearman de -0,603, p=0,002) (Figura 10). Encontramos dois valores fora do
intervalo de confianca, sendo ambos abaixo do valor. H4 uma tendéncia de que
0 ensaio Quantum Blue demonstre maiores valores quando comparado ao

ensaio Promonitor.
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Figura 10. Comparacdo entre medi¢cdes pelos testes Promonitor (ELISA) e
Quantum-Blue (ensaio de fluxo lateral). O grafico Bland-Altman foi utilizado para
representar a analise comparativa entre as duas medigfes, onde a diferenca entre as
concentragcdes medidas (em mg/L) € plotada no eixo y, enquanto a média das duas
medicdes (também em mg/L) é representada no eixo x. O coeficiente de Spearman entre

as diferencas e a média das medigfes corresponde a —0.603, com p=0,002.

4.4. Deteccdo de anticorpos anti-adalimumabe nos pacientes com doenca
de Crohn

Para avaliar a ocorréncia de processos imunogénicos em pacientes em
tratamento com adalimumabe, inicialmente mensuramos a presenca ADA em
pacientes que apresentavam niveis infraterapéuticos do medicamento. Foram
detectados niveis infraterapéuticos em 12 pacientes pelo ensaio Quantum-Blue
e em 15 pacientes pelo ensaio Promonitor. Para a deteccao de ADA, utilizamos
o ensaio Promonitor conforme as especificacdes do fabricante, considerando
como resultados positivos aqueles com valores superiores a 10 UA/ml.

Dos pacientes com niveis infraterapéuticos de adalimumabe, 3 foram
identificados exclusivamente pelo teste Quantum-Blue, com um paciente
apresentando ADA positivo, sendo este do grupo DCA. Seis pacientes foram
identificados como infraterapéuticos exclusivamente pelo ensaio Promonitor, e
nove foram estratificados como infraterapéuticos tanto pelo ensio Quantum Blue
guanto pelo Promonitor. Destes, 3 pacientes apresentaram ADA positivo, sendo

dois pertencentes ao grupo DCA e um ao DCR (Figura 11). Esses resultados
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indicam que a presenca de processos imunogénicos pode ser relevante em uma
parte significativa dos pacientes com niveis infraterapéuticos de adalimumabe,
sublinhando a importdncia do monitoramento continuo e preciso para uma

gestéao terapéutica eficaz.

l:l Quantum-Blue
l:l Promonitor

ADA + 1 3 0
CDA 1 2 0
CDR 0 1 0

Figura 11. Deteccdo de ADA em pacientes com niveis infraterapéuticos de
adalimumabe conforme determinacé&o pelos ensaios Quantum-Blue e Promonitor.
O diagrama de Venn ilustra a positividade para ADA entre pacientes com niveis
infraterapéuticos de adalimumabe, conforme determinado por dois ensaios diagndsticos
distintos. A regido verde representa o0s pacientes (n=3) identificados como
infraterapéuticos exclusivamente pelo ensaio Quantum-Blue. A regido amarela denota
0s pacientes (n=6) identificados como infraterapéuticos unicamente pelo ensaio
Promonitor. A area de interseccdo indica os pacientes (n=9) classificados como
infraterapéuticos por ambos os ensaios diagnésticos. ADA: Anticorpo Anti-Droga. Figura

criada com BioRender.com.

4.5. Mensuracéo da formacéo de complexos imunes

Continuando a investigacdo quanto aos possiveis mecanismos de
imunogenicidade que poderiam explicar a falha terapéutica ao adalimumabe,
avaliou-se a formacéo de complexos imunes, esses formados por agrupamentos
de anticorpos produzidos em resposta a medicacdo biolégica. Encontramos
diferencas significativas quando comparamos os niveis de complexos imunes
entre 0S grupos, em que pacientes em atividade apresentaram maiores

concentracfes destes, quando comparados aos pacientes em remissao (Figura
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Figura 12. Avaliagdo da formagdo de complexos imunes como processo
imunogénico. As concentragdes dos complexos imunes foram mensuradas por ensaio
de ELISA. *p <0.05 é considerado estatisticamente significativo versus DCA. DCR:
grupo de pacientes com doenca de Crohn em remisséo; DCA: grupo de pacientes com
doenca de Crohn em atividade.

4.6. Avaliacdo dos genétipos de polimorfismos para ATGL16L1, CD96 e
CD155

Para a avaliacdo genotipica, foram escolhidos trés genes de interesse, a
saber, ATG16L1, CD96 e CD155. O numero de pacientes nessas analises difere
do total incluido no estudo devido ao fato de perda de seguimento durante a
pandemia, ndo sendo possivel a coleta de sangue especifica de alguns
individuos para esses experimentos.

Durante os experimentos de genotipagem, ndo encontramos pacientes
portadores do gendtipo variante AA da Single Nucleotide Variants (SNV) do gene
CD155, dessa forma ndo foi possivel dar prosseguimento a avaliacdo de
polimorfismos. Entretanto, realizamos a andlise da frequéncia entre os
homozigotos e heterozigotos selvagens (GG/GA, respectivamente) segundo
variaveis categoricas, conforme explicitado na Tabela 2. Dentre as variaveis
avaliadas, ndo encontramos nenhuma relagcéo entre a homozigose/heterozigose
deste gene e caracteristicas especificas, gravidade da doenca ou resposta ao

adalimumabe.
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Tabela 2. Comparacéo das frequéncias de selvagens homozigotos e heterozigotos

do gene CD155 em relacao a variaveis categdricas.

Caracteristicas n cp1ss

GG (%) GA (%)
Idade do diagnostico (mediana)
<31 39 38(97,4) 1(2.6)
>31 27 25(92,6) 2(7.4)
p-valor 0,56
Tempo de evolucio da doenca
(mediana)
<13 anos 38 35(92,1) 3(7.9)
> 13 anos 28 28 (100,0) 0 (0.0)
p-valor 0,25
Grupo
Atividade 41 38(92,7) 3(7.3)
Remissao 25 25 (100,0) 0 (0.0)
p-valor 0,28
Montreal A
1 7 7 (100,0) 0 (0.0)
20u3l 59 56 (94.,9) 3(5.1)
p-valor 1,00
Montreal A
1 ou?2 51 50 (98,0) 1(2.0)
3 15 13 (86,7) 2(13.3)
p-valor 0,12
Montreal L
1 16 16 (100,0) 0 (0.0)
20u3l 50 47 (94,0) 3 (6.0)
p-valor 1,00
Montreal L
1 ou?2 38 37 (97,4) 1(2.6)
3 28 26 (92,9) 2(7.1)
p-valor 0,57



Montreal B

1

20u3l

p-valor

Montreal B

lou2

3

p-valor

Doenca perineal
Sim

Nao

p-valor

CDAI*

Remissao ou leve
Moderada ou severa
p-valor

Cirurgia prévia
Sim

Nao

p-valor
Manifestacoes extra-intestinais
Sim

Nao

p-valor

Reacoes adversas ao
adalimumabe

Sim

Nao

p-valor

Nivel terapéutico (Quantum Blue)
Infra

Ideal ou Supra

p-valor

32
34

48
18

25
41

47
18

41
25

36

30

59

30
36

30 (93.8)
33(97,1)

46 (95,8)
17 (94,4)

24 (96,0)
39 (95,1)

45 (95,7)
17 (94,4)

39 (95,1)
24 (96,0)

35(97,2)
28 (93,3)

6 (85.,7)
57 (96,6)

28 (93,3)
35(97,2)

0,60

1,00

1,00

1,00

1,00

0,58

0,29

0,58

2(6.2)
1(2.9)

2(4.2)
1 (5.6)

1 (4.0)
2 (4.9)

2 (4.3)
1 (5.6)

2 (4.9)
1 (4.0)

1(2.8)
2(6.7)

1 (14.3)
2 (3.4)

2(6.7)
1(2.8)

58
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Nivel terapéutico (Promonitor)

Infra 45 42 (93,3) 3(6.7)
Ideal ou Supra 21 21 (100,0) 0 (0.0)
p-valor 0,54
Complexo Imune

Positivo 53 50 (94,3) 3(5.7)
Negativo 13 13 (100,0) 0 (0.0)
p-valor 1,00
Plaquetas* (mediana)

<282,5/mm? 32 31(96,9) 1(3.1)
>282,5/mm’ 33 31(93,9) 2(6.1)
p-valor 1,00

CDAI: indice de atividade da doenca de Crohn. N=66 (pacientes que foram incluidos na
genotipagem). * Um paciente ndo apresentava CDAI e niveis de plaquetas no prontuério.
p=<0,05 é considerado significativo.

De modo a analisar as variaveis categoricas reais para 0s genes em que
encontramos variacoes de SNV, as separamos pelos genes de interesse, sendo
0 ATG16L1 representado na Tabela 3 e 0 CD96 na Tabela 4. Para o ATG16L1
encontramos uma diferenca significativa quanto aos valores de plaquetas, sendo
menores nos portadores do gendtipo variante (TT). Em relagdo ao CD96,
observamos que a frequéncia do gendtipo CC foi maior nos pacientes com DC
colénica do que naqueles com os genétipos CT ou TT (88,0% versus 12,0%, p=
0,05). Além disso, encontramos uma associacdo significativa entre os niveis
infraterapéuticos, mensurados pelo teste Promonitor, e a presenca do genoétipo
CD96 de tipo selvagem. Trés dos quatro pacientes positivos para ADA

apresentavam o genoétipo selvagem CD96.



60

Tabela 3. Comparacgéo das frequéncias dos polimorfismos do gene ATG16L1 em

relacdo a variaveis categéricas.

ATG16L1
Caracteristicas n CC (%) CT+TT (%) CC+CT (%) TT (%)
Idade no diagnéstico
(mediana)
<31 39 9(23,1) 30 (76,9) 33 (84,6) 6 (15.4)
> 31 27 7 (25,9) 20 (74,1) 18 (66,7) 9(33.3)
p-valor 0,78 0,13
Tempo de evolucgéo
da doencga (mediana)
< 13 anos 38 9 (23,7) 29 (76,3) 31(81,6) 7 (18.4)
> 13 anos 28 7 (25,0) 21 (75,0) 20 (71,4) 8 (28.6)
p-valor 1,00 0,38
Grupo
Atividade 41 13 (31,7) 28 (68,3) 34 (82,9) 7(17.2)
Remissao 25 3(12,0) 22 (88,0) 17 (68,0) 8 (32.0)
p-valor 0,08 0,22
Montreal A
1 7 2 (28,6) 5(71,4) 7 (100,0) 0 (0.0)
20u3 59 14 (23,7) 45 (76,3) 44 (74,6) 15 (25.4)
p-valor 1,00 0,33
Montreal A
lou?2 51 12 (23,5) 39 (76,5) 41 (80,4) 10 (19.6)
3 15 4 (26,7) 11 (73,3) 10 (66,7) 5(33.3)
p-valor 1,00 0,30
Montreal L
1 16 3(18,8) 13 (81,2) 12 (75,0) 4 (25.0)
20u3 50 13 (26,0) 37 (74,0) 39 (78,0) 11 (22.0)
p-valor 0,74 1,00
Montreal L
lou?2 38 8(21,1) 30 (78,9) 28 (73,7) 10 (26.3)
3 28 8 (28,6) 20 (71,4) 23 (82,1) 5(17.9)
p-valor 0,56 0,55
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ManifestacOes
extraintestinais
Sim

N&o

p-valor

Reacdes adversas
ao adalimumabe
Sim

N&o

p-valor

Niveis terapéuticos
(Quantum Blue)
Infra

Ideal ou Supra
p-valor

Niveis terapéuticos

32
34

48
18

25
41

a7
18

41
25

36
30

59

30
36

8 (25,0)
8 (23,5)

13 (27,1)
3 (16,7)

6 (24,0)
10 (24,4)

10 (21,3)
6 (33,3)

13 (31,7)
3 (12,0)

9 (25,0)
7 (23,3)

3 (42,9)
13 (22,0)

6 (20,0)
10 (27,8)

1,00

0,52

1,00

0,34

0,08

1,00

0,40

0,56

24 (75,0)
26 (76,5)

35 (72,9)
15 (83,3)

19 (76,0)
31 (75,6)

37 (78,7)
12 (66,7)

28 (68,3)
22 (88,0)

27 (75,0)
23 (76,7)

4 (57,1)
46 (78,0)

24 (80,0)
26 (72,2)

23 (71,9)
28 (82,4)

36 (75,0)
15 (83,3)

20 (80,0)
31 (75,6)

36 (76,6)
14 (77,8)

35 (85,4)
16 (64,0)

27 (75,0)
24 (80,0)

6 (85,7)
45 (76,3)

23 (76,7)
28 (77,8)

0,38

0,74

0,76

1,00

0,06

0,77

1,00

1,00
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9 (28.1)
6 (17.6)

12 (25.0)
3 (16.7)

5 (20.0)
10 (24.4)

11 (23.4)
4 (22.2)

6 (14.6)
9 (36.0)

9 (25.0)
6 (20.0)

1 (14.3)
14 (23.7)

7 (23.3)
8 (22.2)



(Promonitor)
Infra

Ideal ou Supra
p-valor
Complexos imunes
Positivos
Negativos
p-valor
Hematocrito*
(mediana)
<40.9%

> 40.9%
p-valor
Plaguetas*
(mediana)

< 282.5/mm3

> 282.5/mm?

p-value

45
21

53
13

34
31

32
33

9 (20,0)
7 (33,3)

13 (24,5)
3 (23,1)

7 (20,6)
9 (29,0)

6 (18,8)
10 (30,3)

0,35

1,00

0,56

0,38

36 (80,0)
14 (66,7)

40 (75,5)
10 (76,9)

27 (79,4)
22 (71,0)

26 (81,2)
23 (69,7)

34 (75,6)
17 (81,0)

41 (77,4)
10 (76,9)

23 (67,6)
27 (87,1)

21 (65,6)
29 (87,9)

0,75

1,00

0,08

0,04

62

11 (24.4)
4 (19.0)

12 (22.6)
3 (23.1)

11 (32.4)
4 (12.9)

11 (34.4)
4(12.1)

CDAI: indice de atividade da doenca de Crohn. n=66 (pacientes que foram incluidos na genotipagem).

*Um paciente ndo apresentava CDAI, hematdcrito e niveis de plaquetas no prontuario. p <0,05 é

considerado significativo.



Tabela 4. Comparacdo das frequéncias

relacdo a variaveis categéricas.
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dos polimorfismos do gene CD96 em

CD96
Caracteristicas n CC (%) CT+TT (%) CC+CT (%) TT (%)
Idade no diagndstico
(mediana)
<31 39 32 (82.1) 7 (17.9) 39 (100.0) 0 (0.0)
> 31 27 22 (81.5) 5(18.5) 26 (96.3) 1(3.7)
p-valor 1.00 0.40
Tempo de evolucédo
da doencga (mediana)
< 13 anos 38 32 (84.2) 6 (15.8) 38 (100.0) 0 (0.0)
> 13 anos 28 22 (78.6) 6 (21.4) 27 (96.4) 1 (3.6)
p-valor 0.74 0.42
Grupo
Atividade 41 32 (78.0) 9 (22.0) 40 (97.6) 1(2.4)
Remisséo 25 22 (88.0) 3(12.0) 25 (100.0) 0 (0.0)
p-valor 0.51 1.00
Montreal A
1 7 7 (100.0) 0 (0.0) 7 (100.0) 0 (0.0)
20u3 59 47 (79.7) 12 (20.3) 58 (98.3) 1(1.7)
p-valor 0.33 1.00
Montreal A
lou2 51 42 (82.4) 9 (17.6) 50 (98.0) 1(2.0)
3 15 12 (80.0) 3(20.0) 15 (100.0) 0 (0.0)
p-valor 1.00 1.00
Montreal L
1 16 10 (62.5) 6 (37.5) 15 (93.8) 1(6.2)
20u3 50 44 (88.0) 6 (12.0) 50 (100.0) 0 (0.0)
p-valor 0.05 0.24
Montreal L
lou2 38 30 (78.9) 8 (21.1) 37 (97.4) 1 (2.6)
3 28 24 (85.7) 4 (14.3) 28 (100.0) 0 (0.0)
p-valor 0.53 1.00



Montreal B

1

20u3

p-valor

Montreal B
lou?2

3

p-valor

Doenca perineal
Sim

N&o

p-valor

CDAI*

Remisséo ou leve
Moderada ou severa
p-valor

Cirurgia prévia
Sim

N&o

p-valor
Manifestacéo
Extraintestinal
Sim

N&o

p-valor

Efeitos adversos ao
adalimumabe
Sim

N&o

p-valor

Nivel terapéutico
(Quantum Blue)
Infra

Ideal ou Supra
p-valor

Nivel terapéutico

32
34

48
18

25
41

47
18

41
25

36
30

59

30
36

27 (84.4)
27 (79.4)

41 (85.4)
13 (72.2)

19 (76.0)
35 (85.4)

39 (83.0)
14 (77.8)

34 (82.9)
20 (80.0)

29 (80.6)
25 (83.3)

4 (57.1)
50 (84.7)

26 (86.7)
28 (77.8)

0.75

0.28

0.34

0.72

0.75

1.00

0.15

0.52

5 (15.6)
7 (20.6)

7 (14.6)
5 (27.8)

6 (24.0)
6 (14.6)

8 (17.0)
4 (22.2)

7 (17.1)
5 (20.0)

7 (19.4)
5 (16.7)

3 (42.9)
9 (15.3)

4 (13.3)
8 (22.2)

31 (96.9)
34 (100.0)
0.48

47 (97.9)
18 (100.0)
1.00

24 (96.0)
41 (100.0)
0.37

46 (97.9)
18 (100.0)
1.00

40 (97.6)
25 (100.0)
1.00

35 (97.2)
30 (100.0)
1.00

7 (100.0)
58 (98.3)
1.00

29 (96.7)
36 (100.0)
0.45

64

1(3.1)
0 (0.0)

1(2.1)
0 (0.0)

1 (4.0)
0 (0.0)

1(2.1)
0 (0.0)

1(2.4)
0 (0.0)

1(2.8)
0 (0.0)

0 (0.0)
1(1.7)

1(3.3)
0 (0.0)



(Promonitor)
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Infra 45 40 (88.9) 5(11.1) 44 (97.8) 1(2.2)
Ideal ou Supra 21 14 (66.7) 7 (33.3) 21 (100.0) 0 (0.0)
p-valor 0.04 1.00
Complexo imunes

Positivo 53 41 (77.4) 12 (22.6) 52 (98.1) 1(1.9)
Negativo 13 13 (100.0) 0 (0.0) 13 (100.0) 0 (0.0)
p-valor 0.10 1.00
Hematocrito*

(mediana)

<40,9% 34 26 (76.5) 8 (23.5) 33(97.1) 1(2.9)
> 40,9% 31 27 (87.1) 4 (12.9) 31 (100.0) 0 (0.0)
p-valor 0.34 1.00
Plaguetas* (mediana)

< 282,5/mm? 32 25 (78.1) 7 (21.9) 32 (100.0) 0 (0.0)
> 282,5/mm? 33 28 (84.8) 5(15.2) 32 (97.0) 1(3.0)
p-valor 0.53 1.00

CDAI: Crohn’s Disease Activity Index. n=66 (pacientes que foram incluidos na genotipagem). *Um
paciente ndo apresentava CDAI, hematécrito e niveis de plaquetas no prontuario. p <0,05 é considerado

significativo.

Para a analise das varidveis continuas, procedemos a comparagdo entre 0s
gendtipos selvagem e variante em relacdo a cada variavel, de maneira individual
para ATG16L1, CD96 e CD155, sendo hematdcrito (Tabela 5), PCR (Tabela 6),
Albumina (Tabela 7), CDEIS (Tabela 8), VHS (Tabela 9), e Calprotectina fecal
(Tabela 10).

Nossos achados demonstraram que os pacientes com genotipo selvagem CC
para o gene CD96 apresentaram maiores valores de PCR (Tabela 7) em comparacao
ao grupo dos pacientes portadores dos genotipos variantes sozinho (TT), ou na
forma heterozigética (CT).

Os pacientes com o genotipo CC para ATG16L1 apresentaram maiores valores

de CDEIS quando comparado ao gendtipo variante tanto sozinho, quanto como
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apresentado em forma de heterozigoto (Tabela 8).

Similarmente, em relacdo a calprotectina fecal, os pacientes com genétipo CC
para ATG16L1 apresentam aumento nos valores deste parametro quando
comparados aqueles portadores dos demais genotipos. Assim, esses pacientes

apresentam duas vezes mais niveis de calprotectina fecal (Tabela 10).
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Tabela 5. Comparacéo entre os genotipos selvagens, variante e heterozigotos
para os genes ATG16L1, CD96 e CD155 em relacao aos niveis de hematocrito.

Hematocrito (%)

(média)*

Gendtipos n Desvio padréo Valor de p

ATGl16L1

CCouCT 50 41,4 6,0 Referéncia
TT 15 40,0 3,7 0,17
CD9%6

CCouCT 64 41,2 5,6 Referéncia
TT 1 35,9 NA NA
CD155

Para distribuicdo dos gendtipos ATG16L1, CD96, CD155 em relag@o aos niveis de hematdcrito,
n = 65. * Os valores de hematdcritos foram obtidos de 65 pacientes que foram genotipados. NA:

nao aplicavel. p <0,05 é considerado significativo.
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Tabela 6. Comparacéo entre os genotipos selvagens, variante e heterozigotos
para os genes ATG16L1, CD96 e CD155 em relagcdo aos niveis de Proteina C
Reativa (PCR).

. PCR (mg/L) . .
Genotipos n Desvio padréao Valor de p
(média)*

ATGl16L1

CCouCT 46 10,3 15,4 Referéncia
TT 15 8,4 15,0 0,33
CD9%6

CCouCT 60 9,9 15,3 Referéncia
TT 1 57 NA NA
CD155

Para distribuicdo dos genétipos ATG16L1, CD96, CD155 em relacéo aos niveis de PCR, n =
61. *O nivel de PCR foi obtido de 61 pacientes que foram genotipados. PCR: Proteina C-reativa.

NA: ndo aplicavel. p <0,05 é considerado significativo.
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Tabela 7. Comparacdo entre 0os gendtipos selvagens, variante e heterozigotos

para os genes ATG16L1, CD96 e CD155 em relacdo aos niveis de albumina.

- Albumina (g/dL) )
Genotipos n o Desvio padréo Valor de p
(média)*

ATG16L1

CCouCT 35 4.0 0,5 Referéncia
TT 11 3,9 0,5 0,40
CD96

CCouCT 46 4.0 0,5 Referéncia
TT 0 NA NA NA
CD155

Para distribuicdo dos gendtipos ATG16L1, CD96, CD155 em relag@o aos niveis de hematdcrito,
n = 46. * Os valores de albumina foram obtidos de 46 pacientes que foram genotipados. NA: ndo

aplicavel. p <0,05 é considerado significativo.
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Tabela 8. Comparacdo entre os genotipos selvagens, variante e heterozigotos
para 0os genes ATG16L1, CD96 e CD155 em relagao aos Crohn’s Disease
Endoscopic Index of Severity (CDEIS).

Gendtipos n CDEIS (média)* Desvio padrao Valor de p

ATGl16L1

CCouCT 27 6,5 7,8 Referéncia
TT 10 1,6 2,5 0,03
CD9%6

CCouCT 37 5,2 6,3 Referéncia
TT 0 NA NA NA
CD155

Para distribuicdo dos gendtipos ATG16L1, CD96, CD155 em relagdo ao CDEIS, n = 37. * O
CDEIS foi calculado em 37 pacientes que foram genotipados. CDEIS: Crohn's Disease Index of
Severity. NA: ndo aplicavel. p <0,05 é considerado significativo.
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Tabela 9. Comparacéo entre os genotipos selvagens, variante e heterozigotos
para os genes ATG16L1, CD96 e CD155 em relagdo aos niveis de Velocidade de

Hemossedimentacgéo (VHS).

VHS (mm/h
Gendtipos n* ( ) ) Desvio padréo Valor de p
(média)

ATGl16L1

CCouCT 14 36,5 31,2 Referéncia
TT 10 39,9 28,3 0,62
CD9%6

CCouCT 24 37,9 29,5 Referéncia
TT 0 NA NA NA
CD155

*O numero de pacientes difere do total citado no estudo (n= 66), pois ndo foi possivel obter

informacdes de VHS em alguns casos. VHS: Velocidade de Hemossedimentagdo. NA: ndo

aplicavel. p <0,05 é considerado significativo.
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Tabela 10. Comparacao entre 0s genotipos selvagens, variante e heterozigotos

para os genes ATG16L1, CD96 e CD155 em relagdo aos niveis de calprotectina

fecal.
. Calprotectina fecal (ug/g) ) .
Genotipos n Desvio padréo Valor de p
(média)*
ATG16L1

CCouCT 14 824,1 717,6 Referéncia
TT 9 506,7 4843 0,36
CD9%6

CCouCT 22 686,2 655,7 Referéncia
TT 1 1000,0 NA NA
CD155

Para distribuicdo dos genotipos ATG16L1, CD96, CD155 em relagdo aos niveis de calprotectina
fecal, n = 23. * A calprotectina fecal foi medida em 23 pacientes que foram genotipados. NA: ndo

aplicavel. p <0,05 é considerado significativo.
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5. DISCUSSAO

O wuso de anticorpos monoclonais anti-TNF-a como estratégia
medicamentosa para a DC tem sido amplamente difundido, consolidando-se
como uma das modalidades terapéuticas mais predominantes. Essa abordagem
teve inicio na década de 90, visando estender a fase de remissdo da doenca,
prevenir complicacdes e aprimorar a qualidade de vida dos pacientes (97-99).
Embora tenha representado uma significativa revolucdo no manejo das Dlls, a
persisténcia da perda de resposta continua a ser um desafio consideravel a ser
enfrentado, que prejudica a permanéncia do paciente no estado de remissao
(73).

Essa perda, que pode manifestar-se como primaria ou secundaria, tem sido
objeto de diversos estudos que visam esclarecer 0s mecanismos a ela
associados, com o propdsito de compreendé-la mais profundamente e preveni-
la. Em um estudo conduzido por Ben-Horin et al., fatores clinicos como
tabagismo, duracdo da doenca superior a dois anos, comprometimento ileal,
fendtipos complicados e falha prévia a outro tratamento com anti-TNF-a foram
identificados como correlacionados a um aumento no risco de falha priméria de
resposta em pacientes com DC (100). Além disso, fatores como niveis séricos
de anti-TNF-a, niveis de proteina C-reativa, e producdo de anticorpos contra o
medicamento podem explicar a variabilidade clinica encontrada nos pacientes
(101, 102).

A quantificagdo dos niveis séricos configura-se como uma estratégia que
viabiliza um controle mais efetivo da terapia, revelando-se de extrema utilidade
para o manejo clinico. Diversas pesquisas tém se dedicado a compreender a

correlagdo entre os niveis de adalimumabe e suas implicagdes
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clinicas/endoscépicas, explorando a possibilidade de utilizacdo desses dados
para prevenir a progressao desfavoravel da doenca (103). Fernandes et al.
demonstraram a importancia do monitoramento sérico e sua relacdo com o
aumento da cicatrizacdo de mucosa e menor ocorréncia de eventos
desfavoraveis nos pacientes em que € empregado o procedimento (104).

Dessa maneira, buscamos avaliar a possivel relacdo entre os niveis séricos
de adalimumabe e a atividade/remissdo da DC. Em nossa coorte, ndo foram
observadas diferencas significativas entre os niveis séricos e a atividade da
doenca, independentemente do teste utilizado para a mensuracdo. Nossos
achados concordam aos de Ward et al., que também n&o encontraram relacéo
entre os niveis de adalimumabe e indices de atividade da doenca (105).

O uso de imunomoduladores de forma combinada aos anti-TNF-a tem sido
descrito pela literatura como uma forma de se evitar a ocorréncia de processos
imunogénicos, sendo mais efetivos do que o uso isolado da terapia biologica,
principalmente durante o uso de infliximabe (106). Em nossa coorte, ao
analisarmos o uso do imunomodulador concomitante ao adalimumabe, n&o
identificamos diferencas nos niveis séricos, apesar de termos encontrado uma
tendéncia quando mensurados pelo ensaio Quantum-Blue. Nossos achados
novamente corroboram aos de Ward et al., nos quais o uso do adalimumabe seja
em monoterapia ou em associagdo com um imunomodulador, ndo demonstrou
impactar diretamente nos niveis séricos do farmaco; e aos de Arieira et al., que
nao encontraram uma correlacdo entre o uso da azatioprina e a farmacocinética
do adalimumabe (105, 107). Chanchlani et al. encontraram beneficio no uso de
imunomoduladores quando esses eram utilizados antes do inicio do

adalimumabe, ou dados simultaneamente. Ao serem utilizados dessa forma,
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houve diferenca significativa quanto a producao de ADA. Entretanto, a introducéo
do imunomodulador apds o inicio do anti-TNF-a n&do trouxe vantagem neste
quesito (108). Em nossa coorte, a maioria dos pacientes inicialmente utilizou o
adalimumabe em monoterapia, sendo adicionado o imunomodulador apenas
guando houvesse indicios de recorréncia da atividade da doenca (clinica e/ou
endoscopica), podendo ser um dos fatores que contribuiram para a néo eficacia
da comboterapia.

Colombel et al. analisaram seis estudos que visaram compreender a eficacia
do uso de imunomoduladores associados ao adalimumabe, através de analise
post hoc em pacientes com DC e RCU. Como resultado, foi demonstrado que o
alcance da remisséao foi similar tanto nos pacientes em monoterapia quanto em
combinacéo, dessa forma ndo houve eficacia comprovada do beneficio do
imunomodulador para os pacientes em uso de adalimumabe, algo também visto
em nossa coorte de pacientes (109).

A importancia do monitoramento sérico nas DIl estd bem documentada na
literatura, evidenciando a eficacia dessa estratégia no manejo terapéutico,
ajustando-se as particularidades de cada paciente. Ademais, essa pratica resulta
em economia para o0 sistema de saude, considerando o alto custo das
medicacfes envolvidas. Portanto, € crucial que 0s ensaios comerciais
disponiveis para a mensuragdo dos niveis séricos sejam eficazes, seguros e
confidveis em suas deteccoes.

Diversos testes estdo disponiveis para essa mensuragdo, sendo o ELISA e
o ensaio de fluxo lateral os mais comumente utilizados. Ambos os métodos
mostraram-se eficazes e confiaveis, conforme demonstrado por diversos

estudos (110, 111). No entanto, as vantagens dos ensaios de fluxo lateral em
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relacdo ao ELISA, como a possibilidade de serem realizados em clinicas e até
mesmo a beira do leito, sem a necessidade de instalacbes laboratoriais
especificas, e a realizacdo de forma unitaria, sem a necessidade de esperar por
um determinado namero de amostras, destacam a necessidade de estudos que
avaliem a intercambialidade entre esses métodos.

Dessa forma, buscamos avaliar se as metodologias apresentavam
comportamentos similares e se poderiam ser comparadas quanto a eficiéncia.
Nossas analises de intercambialidade entre 0os ensaios Quantum Blue e
Promonitor demonstraram que ha uma diferenca significativa entre os testes. No
entanto, foi observada uma correlagdo moderada entre eles. Esses achados séo
similares aos de Gomes et al.,, que também identificaram uma diferenca
significativa e uma correlacdo moderada nos mesmos ensaios, embora
avaliando os niveis séricos de infliximabe (71).

Nossos resultados demonstraram que, quando mensurados pelo ensaio
Quantum Blue, os niveis séricos foram mais altos em comparacdo com aqueles
avaliados pelo ensaio Promonitor. Este achado corrobora os resultados
observados por Cherry et al., em que os valores dos niveis de adalimumabe
mensurados por testes rapidos foram mais elevados em comparacéo aos obtidos
por ensaios de ELISA (112). Nossos achados demonstram que ambos os testes
séo eficazes; contudo, ndo é aconselhavel alternar entre os ensaios durante o
curso do tratamento. Recomenda-se a utilizagdo do mesmo teste ao longo de
todo tratamento para evitar possiveis alteracdes inadequadas nos resultados, e
consequentemente na terapéutica.

Estima-se que o custo para tratar as DIl exceda 7 bilhdes de dolares nos

Estados Unidos e 5 bilhdes de euros na Europa. Com o advento dos anticorpos
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monoclonais para o tratamento, esses valores tornam-se ainda maiores,
ultrapassando os custos associados a DII, como hospitalizacdes e cirurgias (113-
115). Segundo van der Valk et al., o custo dos medicamentos biologicos
utilizados por pacientes com DC nos Estados Unidos corresponde a
aproximadamente 30% do gasto total com saude, enquanto o custo de um
paciente internado corresponde a aproximadamente 23% do total (116).
Considerando os elevados custos com a salde publica gerados pelo
tratamento das DIl, o monitoramento terapéutico surge como uma ferramenta
relevante ndo somente para a otimizacdo do tratamento, mas também para a
reducado dos custos associados. Em uma revisao sistematica conduzida por Yao
et al., foi demonstrado que o monitoramento dos anticorpos monoclonais anti-
TNF-a se apresenta como uma abordagem mais custo-efetiva e econémica em
comparacdo com mudancas empiricas no tratamento (117). Portanto, a
realizacdo do monitoramento terapéutico apresenta beneficios significativos ndo
apenas para a personalizacdo da terapia de acordo com as necessidades
especificas do paciente, mas também para a economia da saude publica.
Apesar de variados trabalhos procurarem investigar a relacdo entre niveis
séricos mensurados e a atividade da doenca, ainda ndo ha um consenso sobre
esse aspecto. Estudos como o Ward et al. citado anteriormente, e o de Yarur et
al., no qual os autores encontraram niveis baixos de adalimumabe em pacientes
que apresentavam inflamacdo endoscopica, demonstram essa dualidade (105,
118). Diversos fatores podem impactar nos niveis séricos, incluindo variaveis
individuais como indice de massa corporal, sexo, gravidade da doenca (119).
Como apontado por Hinojosa et al., os niveis costumam ser mensurados quando

um platd foi alcancado, o que pode levar meses devidos essas variaveis
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individuais (119). A biodisponibilidade do adalimumabe é mais instavel quando
comparada ao infliximabe devido a sua via administracdo subcutanea, fazendo
com que a variacao inter-ciclo dos niveis séricos possa ser grande, sendo esta
também relacionada a variaveis individuais dos pacientes (105).

Uma das vantagens bioldgicas do adalimumabe perante o infliximabe, é o
seu portencial imunogénico reduzido, e dessa forma esperava-se uma
diminuicdo na perda de resposta com 0 seu uso. Isso se daria pela sua
composicdo totalmente humana (52), diferente do infliximabe que apresenta
porcdo murina (25%). Entretanto, ao comparar-se 0s anticorpos monoclonais
quiméricos (como o infliximabe) com os humanizados (adalimumabe e
certolizumabe), as taxas de respostas ndo sdo muito diferentes entre eles (100).
Assim, buscamos investigar em nossa coorte a producao de ADA em resposta
ao adalimumabe, e se haveria alguma relacédo entre a sua producdo e o nivel
sérico dos pacientes.

Entre nossos pacientes que apresentaram niveis infraterapéuticos de
adalimumabe, 33,3% e 20% testaram positivo para ADA, quando mensurados
pelo Qauntum-Blue e Promonitor, respectivamente. Nossas porcentagens foram
um pouco maiores do que as descobertas de West et al., que relataram ADA
positivo em 17% de sua coorte.(120). Similarmente, Sun et al. encontraram uma
porcentagem de 18,7% de seus pacientes com positivade para ADA (121), um
dado préximo ao encontrado por noés.

A literatura ja demonstrou que apos a obtencao da inducdo da remissao nos
pacientes com DIl ha um risco da ocorréncia de perda de resposta posterior
estimada em 13% a 21% por ano de tratamento (73, 122-124). Neste contexto,

Schultheiss et al. buscaram avaliar a incidéncia de perda de resposta em
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pacientes com DC e RCU que estavam sendo tratados com anti-TNF-a. Seus
resultados demonstraram que ap0s o primeiro ano, a incidéncia da perda foi trés
vezes maior, e que dentre os pacientes que responderam de forma positiva apos
dois anos de tratamento, o risco de perda de resposta foi menor (125). Em nossa
coorte, encontramos resultado similar, no qual os pacientes que encontravam-se
em atividade apresentavam um menor tempo de uso de adalimumabe, quando
comparados ao pacientes em remissao (p=0,0390). Com isso podemos inferir
gque o0s pacientes que apresentam beneficio tolerado a longo prazo ao
adalimumabe explicitam uma eficacia mais favoravel ao seu uso.

Quando ha a presenca de ADA circulante, esses ao se ligarem ao
medicamento, podem levar a formacdo de complexos imunes. Sendo de facil
depuracdo, estes afetam a farmacocinética do anticorpo monoclonal e,
consequentemente, auxiliam na perda de resposta (126-128). Além disso, 0s
complexos imunes podem se depositar na vasculatura, podendo ativar vias de
complemento e/ou coagulacao/fibrinoliticas, que resultam em uma resposta pro-
inflamatoria sistémica e levar a condi¢des potencialmente patoldgicas (129, 130).
Dessa maneira, a detec¢cdo destes demonstra ser importante e valida. Estudos
avaliaram o favorecimento da formacdo de complexos imunes induzidos por
ADA, formados a partir do uso de infliximabe. A sua formacéo foi associada a
eventos adversos a curto prazo, logo apoés a infusdo, como dores de cabeca,
nausea, febre e dispneia (131-134). Em nossos pacientes, encontramos uma
diferenca significativa na presenca de complexos imunes entre aqueles com
doenca ativa e aqueles em remisséo, sugerindo uma relagdo com a atividade da
doenca provavelmente causada pela presenca de ADA e sua consequente falha

terapéutica. Até o momento, nosso trabalho foi o Unico a avaliar a formacgéo dos
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complexos imunes associados ao uso do adalimumabe na DC.

Devido a morfologia dos complexos imunes, composta por agregados de
ADA-medicamento, a deteccdo de ADA pode apresentar dificuldades quando
mensuradas através de ensaios imunoldgicos. Dessa forma, acredita-se haver
uma subidentificacdo de casos positivos para a formacdo de ADA, visto que
muitas vezes 0s antigenos presentes nos kits de deteccdo ndo conseguem ligar-
se ao ADA e consequentemente mensura-lo. Isso pode ser inferido ndo somente
pela morfologia dos complexos imunes, mas também por sua rapida depuracéao,
essa facilmente identificada pelo sistema reticulo-endotelial devido ao seu
tamanho e peso (72, 82).

O nosso estudo enfatiza a necessidade de pesquisas futuras para avaliar a
composicdo dos anticorpos que formam os complexos imunes. A presenca de
complexos imunes em pacientes com DC também fornece evidéncias adicionais
gue corroboram a potencial etiologia autoimune da doenca. Esses achados sdo
consistentes com os resultados de Silva et al., que identificaram uma regulacéo
significativa de vias associadas a funcionalidade das células B (135). A literatura
sobre doencas autoimunes documenta amplamente os complexos imunes.
Especificamente, complexos imunes circulantes foram observados em pacientes
com hepatite cronica ativa autoimune associada a sindrome de Sjogren e doenca
renal (136). Achados semelhantes foram relatados em pacientes com sindrome
de Sjogren, onde Yamane et al. identificaram uma correlagcdo entre complexos
imunes na saliva dos pacientes (137).

Além dos mecanismos classicos associados a falha terapéutica, como a
formacao de ADA e de complexos imunes, estudos evidenciaram a influéncia da

variabilidade genética na eficacia das respostas aos anticorpos monoclonais.



81

Dessa forma, Steenholdt et al. avaliaram a influéncia do polimorfismo genético
para TNFRSF1B e TNFRSF6, estes genes que codificam receptores de TNF-q,
na resposta ao infliximabe. Seus resultados indicaram que pacientes portadores
do alelo de menor frequéncia para TNFRSF1B apresentaram maior propensao a
perda de resposta a terapia, enquanto aqueles com os alelos de menor
frequéncia para TNFRSF6 demonstraram maior suscetibilidade a reacdes
durante a infusdo (138).

Visto a contribuicdo genética ndo so para a etiologia da DC, mas também
sua capacidade de influenciar na resposta terapéutica, buscamos avaliar o papel
de genes descritos previamente na literatura como atuantes na resposta ao
adalimumabe, e seu possivel papel em nossos pacientes.

Primeiramente avaliamos o0s polimorfismos genéticos para 0s genes
ATG16L1 (rs10210302) e CD96 (rs9828223). Os pacientes de nossa coorte que
eram portadores dos genétipos selvagens (CC) para ATG16L1 apresentavam
maiores valores de CDEIS e calprotectina fecal, inferindo que o genétipo variante
esta associado a remissdo. Esses achados corroboram aos vistos por Nuij et al.,
no qual em sua coorte, 0s pacientes que apresentavam genétipo variantes
respondiam de forma melhor ao adalimumabe (94). Além disso, os autores néo
encontraram associacdo entre resposta ao farmaco e ocorréncia de efeitos
colaterais com os polimorfismos, algo também nao visto em nossos pacientes.
Nossos resultados também corroboram aos encontrados por Koder et al., cujos
pacientes com genétipo CC para o ATG16L1 apresentavam uma perda de
resposta a longo prazo, enquanto 0s pacientes com genétipo variantes
demonstravam uma melhor resposta ao adalimumabe, sendo este um gene

importante para a predicdo de resposta ao medicamento. Tal qual em nossos
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pacientes, a presenca de ao menos um alelo variante ja bastava para uma
melhor resposta (139). O mesmo foi visto por Barber et al., cujos dados
demonstraram que a presenca de um alelo T, em homozigose ou heterozigose,
levava o paciente a responder de forma melhor ao adalimumabe (140).

Quando avaliamos o papel do CD96, encontramos que 0s pacientes
portadores do gendtipo selvagem apresentaram uma tendéncia quanto ao
acometimento colbnico, sendo este mais grave, quando comparados ao
portadores do genotipo variante. Esse gendtipo selvagem também foi associado
a maiores valores de PCR, e consequentemente a atividade da doenca,
demonstrando que o gendtipo variante atua como protetor. Nossos pacientes
gue apresentavam o genotipo selvagem também apresentavam niveis séricos
de adalimumabe (mensurados pelo teste Promonitor) infraterapéuticos.

Dentre os quatro pacientes que testaram positivo para ADA, trés tinham o
gendtipo CD96 selvagem, sendo dois do grupo CDA, o que pode estar associado
a niveis séricos insuficientes, presenca de imunogenicidade e doenca mais
grave. Estes dados acabam em desacordo com os vistos por Aterido et al., que
identificaram uma associacao entre a producédo de ADA e a presenca do alelo
variante para CD96 (93). Além da diferenca ambiental, que exerce influéncia
epigenética nos individuos, uma limitacdo adicional reside no tamanho da
amostra estudada, o qual foi inferior ao encontrado no estudo de Aterido et al.
Possivelmente, uma amostra mais ampla poderia permitir visualizar tal relagéo.

Como limitagbes do nosso estudo, destaca-se o numero de pacientes
incluidos, decorrente da realizagdo da pesquisa durante a pandemia de COVID-
19, periodo em que apenas pacientes com demandas de urgéncia eram

atendidos nos ambulatérios dos quais 0s pacientes eram provenientes. Esse fato
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possivelmente influenciou nossa analise genética, o que pode explicar a
auséncia de variantes de nucleotideo Unico (SNV) para o gene CD155. Além
disso, a utilizacdo de apenas uma metodologia de ensaio para a avaliacao de
ADA também pode ser considerada uma limitacéo significativa.

Nossos resultados indicam que, apesar da sua composicao inteiramente
humanizada, o adalimumabe pode desencadear respostas imunogénicas que
possivelmente comprometem a eficacia do tratamento. A monitorizacdo dos
niveis séricos de adalimumabe, a deteccéo de ADA, a avaliacdo da formacéo de
complexos imunes e a investigacdo de polimorfismos genéticos sao cruciais para
0 avanco da medicina de precisdo. Essas abordagens possibilitam estratégias
terapéuticas personalizadas, adaptadas aos perfis individuais dos pacientes, 0
gue pode otimizar os resultados terapéuticos com os medicamentos disponiveis.

Nosso estudo também enfatiza a importancia de adotar uma metodologia de
teste consistente para garantir a confiabilidade e a consisténcia no
monitoramento dos dados. Essa abordagem multifacetada é essencial para a
compreensdao e o0 tratamento da DC, integrando a monitorizacdo dos
medicamentos, 0s mecanismos imunolégicos e os fatores genéticos. Este
enfoque integrado pode fornecer percepcfes valiosas para a adaptacdo de
estratégias terapéuticas que maximizem a eficacia e minimizem os riscos
associados ao tratamento com adalimumabe, contribuindo assim para a melhoria

da qualidade de vida dos pacientes (Figura 13).
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Figura 13. A medicina de precisédo no contexto da terapia com adalimumabe para

a doenca de Crohn implica uma abordagem abrangente para a otimizagdo do

tratamento. Uma proposta com abordagem personalizada para pacientes com doenga

de Crohn em uso de adalimumabe inclui monitoramento terapéutico meticuloso

(monitoramento de nivel minimo de medicamentos e detec¢cdo de anticorpos

antidrogas), avaliacdo de complexos imunes e avaliacdo de polimorfismos genéticos, o

que pode melhorar os resultados e a qualidade de vida dos pacientes. Estas estratégias

integradas podem contribuir para otimizar a utilizacdo do adalimumabe, garantindo

regimes terapéuticos personalizados que se alinhem com as caracteristicas individuais

do paciente e com a medicina de precisdo. Figura criada com BioRender.com.
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6. CONCLUSAO

N&o houve diferencas significativas entre os grupos de pacientes com DC em
atividade e em remissdo quanto aos niveis de adalimumabe, tanto pelo teste de
ELISA quanto pelo teste rapido de fluxo lateral. Também ndo se encontrou
diferenca significativa dos niveis séricos de adalimumabe quanto ao uso de
imunomodulador.

Ao avaliar a intercambialidade entre os ensaios que mensuraram niveis
séricos de adalimumabe, encontrou-se diferenca significativa, embora os testes
tenham demonstrado concordancia moderada.

Os pacientes em atividade apresentaram concentragcfes significativamente
maiores de complexos imunes em comparacdo com aqueles em remissao,
indicando uma associa¢gdo com a nao resposta ao adalimumabe.

Quanto aos resultados da genotipagem, no que diz respeito ao ATG16L1, o
genadtipo selvagem foi associado a maiores valores de CDEIS e calprotectina
fecal, enquanto o gendtipo variante apresentou menores valores de plaguetas.
Além disso, a avaliacdo genotipica revelou associacdes significativas para o
genotipo CD96 selvagem com niveis mais elevados de PCR, envolvimento
colénico e niveis infraterapéuticos de adalimumabe. As diferencas genotipicas
encontradas demonstram a correlacdo entre os genétipos selvagem tanto para
CD96 quanto para ATG16L1 com a resposta laboratorial e endoscépica

desfavoravel ao adalimumabe.
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8. APENDICE

8.1. Questionéario de dados clinicos e demograficos

Questionario de Inclusdo dos Pacientes - Amostra n°

- Data da coleta / /

Nome: Prontuario:
Data de Nascimento: I Idade:
Etnia: Procedéncia:

( )Retocolite Ulcerativa Inespecifica @ Mayo parcial

( )Doenga de Crohn <@ IADC

Tempo de Evolugdo da doenga:

Més e ano de inicio: / Idade ao inicio da doenga:

Fenétipo DC: () inflamatério ( ) estenosante ( ) fistulizante

Local de acometimento: ( ) Esbfago, estdbmago ou duodeno () jejuno () ileo ( )ileo distal () ceco ( )
célon ascendente ( ) cdlon transverso ( ) célon descendente () sigméide ( ) reto ( ) perianal

Cirurgias prévias (tipo e data):

Apendicectomia prévia: ( )sim ( )ndo Tabagismo: ( )sim ( )néo

Manifestagdes extra-intestinais: ( ) sim () ndo Qual?

Medicagdes prévias:

Medicagéo atual e dose:

Tempo de tratamento com Adalimumabe:
Reacgdes adversas apresentadas apos a aplicagao desde 0 inicio

tratamento:

Hematécrito: PCR: VHS: Plaguetas:

Colonoscopia(__/ [ )

Enterorressonédncia (__/ /)

Radiograma de Tréansito intestinal (__/ / }):

do
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9.2. Indice de Atividade da Doenca de Crohn (IADC)
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Indice de Atividade da doenca de Crohn IADC - Amostra n°

- Data da coleta / / Nimero de

Evacuagoes liquidas ou pastosas, por dia, nos Ultimos setedias (X2):__ (soma dos sete dias
X2)

Dor abdominal nos Ultimos sete dias (soma dos sete dias X5)

(0- sem dor, 1- dor leve, 2- dor moderada, 3- doracentuada) (X5):

Sensacao de bem-estar, dos Ultimos sete dias (soma dos sete dias X7)

(0-6timo, 1-bom, 2- regular, 3-mau, 4-péssimo) (X7).___

Numero de complicagdes (X20):

artrite ou artralgia
irite ou uveite
eritema nodoso ou pioderma gangrenoso ou estomatite aftéide

outras fistulas

1.
2.
3.
4. fissura anal ou fistula ou abscesso perianal
5.
6. febre acima de 37,8 °C

Consumo de antidiarréico (ndo=0, sim=1) (X30):
Massa abdominal(ausente=0, duvidosa=2, bemdefinida=5) (X10):

Déficit de hematdcrito (homens:47-Ht; mulheres 42-Ht) (X6):
(Diminuir em vez de somar no caso de o Ht do paciente ser > do que o padréo)

Peso: porcentagem abaixo do esperado: 1-(peso/pesohabitual) x100
(Diminuir em vez de somar se o peso do paciente for maior que o esperado)

TOTAL
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9.3. Crohn’s Disease Endoscopic Index of Severity (CDEIS)

Crohn’s Disease Endoscopic Index of Severity (CDEIS)
- Amostra
-Datadacoleta__ /  /
1. Estimar a superficie ocupada pelas lesdes e ulceras em % por segmento explorado:
fleo: lesdes % dlceras %
Ceco e cdlon ascendente: lesdes ___ % ulceras %
Transverso: lesdes % tlceras %
Sigméide e cdlon descendente: lesdes __ % tlceras %
Reto: lesdes __ % ulceras __ %
2
Ulceras Ulceras Superficie Superficies | TOTAL
profundas superficiais | das ulceras | das lesoes
(Apontar 12 | (Apontar 6 | (% +10) (% +10)
] se +) se +)
lleo
Direito
Transverso
Esquerdo
Reto
TOTAL (soma de todos os casos) = [ |
TOTAL =+ nimero de segmentos explorados = [___]
Adicionar +3 se presenca de tlcera na estenose = [___]
Adicionar +3 se presenga de estenose ndo ulcerada=  [___]
CDEIS = [ 1]




