Universidade do Estado do Rio de Janeiro

QS"» %,
% UE\][FJ; Centro Biomédico
? estapo *° Faculdade de Ciéncias Médicas

Ana Braunstein Grinman

Estudo do nivel sérico de Infliximabe e de Adalimumabe e de seus
anticorpos no manejo do tratamento de pacientes com doengas

inflamatodrias intestinais

Rio de Janeiro
2019



Ana Braunstein Grinman

Estudo do nivel sérico de Infliximabe e de Adalimumabe e de seus anticorpos

no manejo do tratamento de pacientes com doencgas inflamatoérias intestinais

Tese apresentada, como requisito parcial
para obtencdo do titulo de Doutor, ao
Programa de  Pés-Graduagdo em
Fisiopatologia Clinica e Experimental, da
Universidade do Estado do Rio de
Janeiro.

Orientadora: Prof.2 Dra. Eliete Bouskela

Coorientadora: Prof.2 Dra. Ana Teresa Pugas Carvalho

Rio de Janeiro
2019



CATALOGAGAO NA FONTE
UERJ/REDE SIRIUS/BIBLIOTECA CB-A

G 867 Grinman, Ana Braunstein.

Estudo do nivel sérico de Infliximabe e de Adalimumabe e de seus
anticorpos no manejo do tratamento de pacientes com doencgas
inflamatadrias intestinais / Ana Braunstein Grinman. — 2019.

77 f.

Orientadora: Prof.2 Dra. Eliete Bouskela
Coorientadora: Prof.2 Dra. Ana Teresa Pugas Carvalho

Doutorado (Tese) — Universidade do Estado do Rio de Janeiro,
Faculdade de Ciéncias Médicas. Pds-graduacdo em Fisiopatologia
Clinica e Experimental.

1. Intestinos — Doengas inflamatérias — Teses. 2. Crohn, Doenca
de — Teses. 3. Gastroenterologia — Teses. 4. Proctocolite. 5.
Monitoramento de medicamentos. 1. |. Bouskela, Eliete. Il. Carvalho,
Ana Teresa Pugas. Ill. Universidade do Estado do Rio de Janeiro.
Faculdade de Ciéncias Médicas. IV. Titulo.

CDU 616.34

Bibliotecaria: Thais Ferreira Vieira - CRB/7 - 5302
Autorizo apenas para fins académicos e cientificos, a reprodugao total ou parcial

desta tese desde que citada a fonte.

Assinatura Data



Ana Braunstein Grinman

Estudo do nivel sérico de Infliximabe e de Adalimumabe e de seus anticorpos

no manejo do tratamento de pacientes com doengas inflamatoérias intestinais

Tese apresentada, como requisito parcial
para obtencdo do titulo de Doutor, ao
Programa de  Pés-Graduagdo em
Fisiopatologia Clinica e Experimental, da
Universidade do Estado do Rio de
Janeiro.

Aprovada em 23 de janeiro de 2019.

Coorientadora: Prof.2 Dra. Ana Teresa Pugas Carvalho

Faculdade de Ciéncias Médicas - UERJ

Banca Examinadora:
Prof.2 Dra. Eliete Bouskela (Orientadora)

Faculdade de Ciéncias Médicas - UERJ

Prof.2 Dra. Maria das Gragas Coelho de Souza

Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes - UERJ

Prof. Dr. Carlos Antonio Rodrigues Terra Filho

Faculdade de Ciéncias Médicas - UERJ

Prof. Dr. Heitor Siffert Pereira de Souza
Universidade Federal do Rio de Janeiro

Prof. Dr. Antonio Jose de Vasconcellos Carneiro
Universidade Federal do Rio de Janeiro

Rio de Janeiro
2019



Gostaria de dedicar esse trabalho aos meus pais, Santiago Braunstein e Sara W.
Braunstein (Z’L) em agradecimento ao amor incondicional e ao apoio e confianga

que sempre tiveram em mim.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a D’s.

Agradeco a minha familia por acreditarem em mim, especialmente meu
marido Pedro e meus filhos Rachel, Esther e David.

Agradeco aos meus irmaos Sergio e Débora pela torcida sincera.

Agradeco a minha grande mestra e amiga Ana Teresa Pugas Carvalho pelo
apoio em todos os momentos importantes de minha vida - vocé foi essencial.

Agradeco a minha orientadora Prof.2 Eliete Bouskela e a Prof.? Maria das
Gracas Coelho de Souza

Agradeco ao Prof. Heitor Siffert Pereira de Souza pela paciéncia e dedicagao



RESUMO

GRINMAN, Ana Braunstein. Estudo do nivel sérico de Infliximabe e de
Adalimumabe e de seus anticorpos no manejo do tratamento de pacientes com
doencas inflamatérias intestinais. 2019. 77 f. Tese (Doutorado em Fisiopatologia
Clinica e Experimental) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado
do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019.

O objetivo no tratamento de pacientes com Doengas Inflamatorias
Intestinais € controlar a resposta inflamatéria para manter a remisséao clinica e
endoscopica com cicatrizagdo da mucosa. Parece que o monitoramento do nivel
sérico das drogas biologicas e de seus anticorpos podera permitir aos médicos
otimizar o tratamento e manter as drogas em concentragdes efetivas por mais tempo
além de importante impacto no custo do tratamento desses pacientes. Nosso
objetivo foi validar a importancia da dosagem do nivel sérico das drogas anti TNF-a
e dos seus anticorpos no manejo clinico dos pacientes com DIl, correlacionando
com trés tipos de evolucgdo clinica: resposta clinica sustentada, perda de resposta e
nao resposta ao uso da droga, além de correlacionar com parametros clinicos,
demograficos, laboratoriais e de imagem. Foi realizado um estudo transversal de 95
pacientes com DC ou RCUI em terapia de manutencdo com infliximabe ou
adalimumabe. Os niveis séricos minimos dos farmacos e de anticorpos antidrogas
foram determinados por testes de ELISA. No presente estudo ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre os niveis das drogas e de seus anticorpos e as
respostas clinicas apresentadas pelos pacientes. Em relagdo a dosagem sérica de
infliximabe, vimos que pacientes com niveis mais altos de PCR apresentaram niveis
significativamente mais baixos de infliximabe sérico (<3 ug/ml) (p=0,028). Por outro
lado, foram encontradas concentracbes mais altas de anticorpos anti-IFX em
pacientes que ndo estavam em uso concomitante de imunomoduladores (p=0,022),
em pacientes que tiveram maiores efeitos adversos relacionados a biologicos
(p=0,001) e maiores niveis de PCR (p=0,042). Os niveis séricos da PCR também
estiveram negativamente correlacionados com IFX (CC=-0,315; p=0,033), mas
positivamente correlacionados com a presenga de anticorpos anti IFX
(CC=0,327;p=0,027). A dosagem da albumina sérica apresentou correlagédo positiva
com o0s niveis séricos de infliximabe (CC=0,379; p=0,004) e de adalimumabe
(CC=0,699; p=0,003). Enfim, embora os niveis séricos minimos e a imunogenicidade
do anti-TNF-a ndo mostraram uma correlagdo significativa com os desfechos da
doenca, os resultados reforcam o uso da terapia combinada para pacientes sob
infliximabe. Além disso, confirmamos a presenga de associagdes significativas de
niveis minimos de anti-TNF-a e imunogenicidade com o IMC, uso concomitante de
imunomoduladores, taxas de efeitos colaterais e também marcadores laboratoriais,
incluindo albumina sérica e PCR.

Palavras-chave: Doengas inflamatérias intestinais. Doenga de Crohn. Retocolite
Ulcerativa. Infliximabe. Adalimumabe. Monitoramento de drogas.

Imunogenicidade.



ABSTRACT

GRINMAN, Ana Braunstein. Study of the serum level of Infliximab and
Adalimumab and its antibodies in the management of the treatment of patients
with inflammatory bowel diseases. 2019. 77 f. Tese (Doutorado em Fisiopatologia
Clinica e Experimental) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado
do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019.

The aim of the treatment of patients with Inflammatory Bowel Diseases is to
control the inflammatory response to maintain clinical and endoscopic remission with
healing of the mucosa. It seems that monitoring serum levels of biological drugs and
their antibodies may allow physicians to optimize treatment and keep drugs in
effective concentrations for longer, as well as having a significant impact on the cost
of treating these patients. Our aim was to validate the importance of serum levels of
anti-TNF-a drugs and their antibodies in the clinical management of patients with
IBD, correlating with three types of clinical evolution: sustained clinical response, loss
of response and non-response to the use of drug, in addition to correlate with clinical,
demographic, laboratory and imaging parameters. A cross-sectional study of 95
patients with CD or UC was performed on maintenance therapy with infliximab or
adalimumab. The trough levels of drugs and anti-drug antibodies were determined by
ELISA tests. In the present study there was no statistically significant difference
between drug levels and their antibodies and the clinical responses presented by the
patients. Regarding the serum infliximab dosage, we found that patients with higher
CRP levels had significantly lower serum infliximab levels (<3 pyg / ml) (p = 0.028). On
the other hand, higher concentrations of anti-IFX antibodies were found in patients
who were not on concomitant immunomodulators (p = 0.022), in patients who had
biological-related adverse events (p = 0.001) and higher levels of CRP (p = 0.042).
Serum CRP levels were also negatively correlated with IFX (CC = -0.315; p = 0.033),
but positively correlated with the presence of IFX antibodies (CC = 0.327; p = 0.027).
Serum albumin dosage showed a positive correlation with serum infliximab levels
(CC = 0.379, p = 0.004) and adalimumab (CC = 0.699, p = 0.003). In conclusion,
although anti-TNF-a trough levels and immunogenicity do not show a significant
correlation with disease outcomes, results reinforce the use of combination therapy
for patients under infliximab. Moreover, we confirmed the presence of significant
associations of anti-TNF-a trough levels and immunogenicity with BMI, concomitant
use of immunomodulators, rates of side effects, and also laboratory markers
including serum albumin and CRP.

Keywords: Inflammatory bowel diseases. Crohn's disease. Ulcerative colitis.

Infliximab. Adalimumab. Therapeutic drug monitoring. Immunogenicity.
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INTRODUGAO

As Doengas Inflamatérias Intestinais (DIl) sdo doencgas crénicas e progressivas
que afetam o trato gastrointestinal. As DIl compreendem a Retocolite Ulcerativa
Idiopatica (RCUI) que acomete o colon, e a Doenga de Crohn (DC) que pode acometer
qualquer segmento do trato gastrointestinal, da boca ao &nus (Chachu e Osterman
2016). Caracterizam-se por periodos de crise e remissdo (Ananthakrishnan e Ashwin
2015, Kaplan 2015).

Elas afetam mais de 5 milhbes de pessoas em todo o mundo sendo 1,4
milhdes somente nos Estados Unidos da América e 3 milhdes na Europa
(Ananthakrishnan e Ashwin 2015, Burisch e Munkholm 2015).

A incidéncia das DIl tem aumentado nos ultimos anos. A incidéncia da RCUI e
da DC na Europa aumentou de 6,0 por 100000 habitantes-ano na RCUI e 1,0 por
100000 habitantes-ano na DC em 1962 para 9,8 por 100000 habitantes-ano e 6,3
por 100000 habitantes-ano em 2010 respectivamente (Burisch e Munkholm 2015).
Além disso, populacbes consideradas de “baixo risco” como india e Japdo tem
presenciado aumento de incidéncia (Ananthakrishnan e Ashwin 2015). Estudos
mostram também aumento de incidéncia em pacientes ditos “em desenvolvimento®
como por exemplo Brasil (Kaplan 2015). Nosso pais ndo possui ainda uma
estimativa precisa da prevaléncia e da incidéncia das DIl, mas trabalhos recentes
mostram que a incidéncia estd aumentando em alguns estados (SB Frées et al.
2018). Na maioria das populagdes os pacientes com RCUI sdo diagnosticados entre
os 30 a 40 anos de vida e os pacientes com DC 5-10 anos antes, entre 20-30 anos
de idade (Burisch e Munkholm 2015). Entretanto, o diagnéstico de DIl pode ocorrer
em qualquer idade. Alguns estudos mostram um segundo pico de incidéncia, apesar
de menor, entre a sexta e a sétima década de vida, principalmente em pacientes
com RCUI (Ananthakrishnan e Ashwin 2015, Kaplan 2015).

As DIl possuem grande importancia devido a alta morbidade que leva a um
grande impacto na qualidade de vida dos pacientes além de alto custo (Kaplan
2015).

Nos Estados Unidos o custo médico direto estimado para pacientes com DII
excedeu 6 bilhdes de ddélares em 2004 (Kaplan 2015). Os maiores custos estao

relacionados a hospitalizagdes, cirurgias, consultas ambulatoriais e medicagdes.
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Enquanto o custo com cirurgias tem diminuido nos ultimos anos, o custo com 0 uso
de medicagdes chamadas terapia biolégica tem aumentado significativamente
(Danese et al. 2015). A otimizagdo do uso dessas medicagdes apresenta grande
importancia para a diminuigdo desses custos além obviamente do melhor tratamento
dos pacientes.

Os custos indiretos, como aqueles relacionados a perda de produtividade no
trabalho excedem os custos diretos. Por exemplo, foram estimados custos indiretos
no Canada de 1,6 bilhdes dodlares canadenses anualmente (Kaplan 2015). Um
estudo recente publicado pelo nosso grupo de DIl da Universidade do Estado do Rio
de Janeiro (UERJ) mostrou que pacientes com DIl representam 0,01% do total de
pacientes afastados temporaria ou permanentemente do trabalho pelo Instituto
Nacional do Seguro Social (INSS), o que representou US$98.098.212 com gastos
por afastamento do trabalho para economia brasileira no periodo de 2010-2014, por
exemplo (SB Froes et al. 2018).

Finalmente, os custos relacionados a perda da qualidade de vida dos
pacientes sao dificeis de mensurar, mas afetam de maneira importante pacientes e

seus familiares.
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1 CLINICA E ETIOPATOGENIA DAS DIl

A RCUI apresenta como sintomas diarreia sanguinolenta, tenesmo, célica
abdominal e dependendo da extensdo da doenga pode apresentar sintomas
sistémicos como febre e perda de peso (Panaccione 2013, Chachu e Osterman
2016).

A DC tipicamente apresenta-se com diarreia que pode ser sanguinolenta ou
nao dependendo da localizagdo da doenca. Trinta por cento de pacientes com DC
podem apresentar também doenca perianal que se manifesta através de fissuras
anais recorrentes, Ulceras anais, abscessos perineais ou fistulas perianais. A dor
abdominal geralmente é mais frequente também na DC pelo acometimento do
intestino delgado, sendo localizada em regidao periumbilical ou quadrante inferior
direito. Além disso, podem estar presentes também sintomas sistémicos. A
manifestacdo clinica vai depender da expressdo fenotipica predominante, como
inflamatdria, penetrante ou estenosante (Panaccione 2013, Chachu e Osterman
2016).

Em relacdo a extensdo da RCUI, aproximadamente um terco dos pacientes
apresentam proctite, um terco colite esquerda e um tergo apresenta pancolite. Em
relacgo a DC, um tergo € diagnosticado com doenga limitada ao ileo
terminal/delgado, 40% com doenca ileo-colénica, 25% com colite isolada e 5% com
doenga do trato gastrointestinal alto (Ananthakrishnan e Ashwin 2015).

Embora grandes progressos venham sendo realizados recentemente no
estudo dessas doengas, as DIl possuem etiopatogenia complexa, imunologicamente
mediada, ainda nao totalmente compreendida. Parecem ser causadas por uma
resposta exacerbada, descontrolada do sistema imune contra a flora intestinal
comensal em pacientes geneticamente susceptiveis (Ananthakrishnan e Ashwin
2015, Jiang e Li 2015, Vatn e Sandvik 2015, Souza e Fiocchi 2016). Evidéncias
sugerem que ela resulta de um defeito de barreira da mucosa intestinal, com uma
resposta imune desregulada e desproporcional a microbiota comensal intestinal,
levando a um desequilibrio entre citocinas pré-inflamatdrias e anti-inflamatérias, com
fatores genéticos e ambientais envolvidos, ndo somente na susceptibilidade da
doenga, mas também na expressao do seu fendtipo clinico (Vatn e Sandvik 2015,
Souza e Fiocchi 2016).
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2 PAPEL DO TNF-a E TRATAMENTO DAS DIl

Entre as citocinas envolvidas no processo de inflamacdo exacerbada e
descontrolada da mucosa intestinal em pacientes com DI, ja foi demonstrado que o
TNF-a exerce papel fundamental, estando aumentado na mucosa intestinal tanto de
pacientes com DC quanto de pacientes com RCUI (Souza e Fiocchi 2016). O TNF-a
€ produzido principalmente em mondcitos e macrofagos em resposta a estimulos
antigénicos bacterianos e em menor proporg¢ao por linfécitos B e T, mastdcitos e
fibroblastos (Guerra 2011, Souza e Fiocchi 2016).

Baseado na descoberta do papel do TNF-a na etiopatogenia da inflamacéo
nas DIl, foram desenvolvidas drogas anti-TNF-a como infliximabe, adalimumabe,
golimumabe e o certolizumabe pegol (a chamada terapia biolégica).

Além das drogas anti-TNF-a, ha também as chamadas drogas anti-integrinas
(natalizumabe e vedolizumabe) e as anti-citocinas (ustekinumabe, anti IL-12 e 23)
desenvolvidas mais recentemente (Danese et al. 2015).

O objetivo do tratamento nesses pacientes é controlar a resposta inflamatéria
para manter a remissao clinica e endoscopica (Burger e Travis 2011, Guerra 2011,
Vatn e Sandvik 2015). Atualmente, é preconizada a chamada cicatrizacdo da
mucosa e remissdo profunda sustentada, pois estudos mostram que essa
abordagem leva a remissao clinica e endoscopica mais prolongada e sustentada
(Colombel et al. 2015, Danese et al. 2015, Williet 2016).

Em relagédo ao tratamento dessas doencgas, a abordagem tradicional chamada
step up envolve o uso inicialmente de drogas como mesalazina, antibidticos e
dependendo da resposta e gravidade da doenga passando para o uso de corticOide,
imunossupressores como azatioprina, 6-mercaptopurina ou metotrexate. O uso da
terapia biolégica nessa abordagem é reservado para casos moderado a graves
refratarios a essas terapias iniciais (Sohrabpour et al. 2010, Burger e Travis 2011).

Ha algum tempo vem sendo preconizado por alguns autores, em casos
selecionados de pacientes jovens e com sinais de gravidade e pior prognostico a
chamada abordagem top down com o uso de terapia biolégica precocemente, antes
do uso de outras drogas, o que poderia mudar a historia natural da doenca,

reduzindo complicagdes, internagdes e cirurgias (Burger e Travis 2011).
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O infliximabe e o adalimumabe sdo anticorpos monoclonais contra o TNF-a
mais utilizados no mundo no tratamento de DIl e que ja mostraram ser efetivos no
tratamento de diversas patologias, entre elas a artrite reumatdide, espondilite
anquilosante, psoriase, artrite psoriasica e as doengas inflamatérias intestinais, tanto
na indugdo quanto na manutencdo de remissdao de doenga (Yamada 2010,
Steenholdt et al. 2011, Van der Maas et al. 2012).

O infliximabe foi a primeira droga biolégica aprovada para tratamento da DC
em 1998. E um anticorpo monoclonal quimérico (75% humano- 25% murino) IgG1
direcionado contra o TNF-a. Ele se liga com alta afinidade as formas soluveis e de
membranas do TNF-a, mas nao a linfotoxina alfa (TNF-beta) (Ordas et al. 2012). Ele
€ composto de uma fracdo Fc humana e fragmentos Fab derivados de
camundongos. E administrado via intravenosa em doses de 5 mg/kg com infusdes
de indugéo nas semanas 0, 2 e 6, seguida de manutencao a cada 8/8 semanas.

A farmacologia desses agentes é complexa e depende ndo somente de sua
estrutura (anticorpos monoclonais), mas também das propriedades do antigeno alvo
e dos fatores relacionados ao paciente e a doenga (Ordas et al. 2012).

A identificacdo dos fatores que influenciam a farmacodindmica e a
farmacocinética dessas drogas é essencial para otimizar o tratamento dos pacientes.

Um importante fator que afeta a farmacocinética dos anti-TNF-a é a formacéao
de anticorpos antidroga. Todos o0s agentes biolégicos tém potencial de
imunogenicidade e podem cursar com desenvolvimento de anticorpos antidroga
conforme ja observado em estudos randomizados (Danese et al. 2015). Esses
anticorpos neutralizam diretamente a atividade dessas drogas por se ligarem a
locais especificos das drogas ou por acelerar o clearance da droga pelo sistema
reticulo endotelial através da formacdo de imunocomplexos (Ordas et al. 2012).
Além disso, a formagcdo desses anticorpos antidroga pode afetar também a
seguranga das drogas aumentando o risco de efeitos adversos como anafilaxia e
outros (Colombel et al. 2015, Danese et al. 2015).

O wuso concomitante de imunossupressores, como, por exemplo, a
azatioprina, em combinagdo com agentes anti-TNF-a (chamada terapia combinada)
diminui a formagéo de anticorpos antidroga, além de aumentar a eficacia e resposta
a droga, mas isso so foi demonstrado para o infliximabe, apesar de provavelmente
poder ser estendido a outras terapias anti-TNF-a (Colombel et al. 2015, Danese et
al. 2015).
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Outros fatores que parecem afetar a farmacocinética dos anti-TNF-a incluem
o indice de massa corporal (IMC alto aumenta o clearance da droga), a
concentragédo de albumina sérica (albumina baixa aumenta o clearance da droga), a
presenga concomitante de terapia imunossupressora (diminui a formagédo de
anticorpos, aumenta a concentragdo da droga, diminui o clearance, melhora a
evolucgao clinica), o grau de inflamacéao sistémica e o tipo de doenca (DC x RCUI)
(Ordas et al. 2012).

Além disso, proteina C reativa basal alta indica aumento do clearance da
droga. O sexo masculino e concentragdes séricas e teciduais aumentadas de TNF-a
também parecem aumentar o clearance da droga (Ordas et al. 2012).

Em relacdo as propriedades farmacocinéticas do infliximabe, infusdes
intravenosas unicas de 1, 3, 5, 10 ou 20 mg/kg promoveram aumentos proporcionais
a dose na concentracdo sérica maxima (Cmax) e na area sob a curva de
concentracao vs. tempo (AUC). O infliximabe € distribuido predominantemente no
compartimento vascular. Na&o foram observadas diferengas importantes na
depuragédo ou volume de distribuicdo em subgrupos de pacientes distribuidos por
idade, peso ou fungdo hepatica ou renal. Nao foram observadas diferencas
significativas nos parametros farmacocinéticos de dose Uunica entre pacientes
pediatricos e adultos com DC (Remicade®, bula).

Em doses unicas de 3, 5 e 10 mg/kg, os valores farmacocinéticos médios
para a Cmax foram de 77, 118 e 277 uyg/mL, respectivamente. A mediana da meia-
vida nessas doses variou de 8 a 9, 5 dias. Na maioria dos pacientes, o infliximabe foi
detectado no soro durante pelo menos oito semanas apoés uma infusao unica. Um
pequeno acumulo de infliximabe foi observado no soro apds a segunda dose do
esquema habitual de trés doses e nao houve acumulo clinicamente relevante
posteriormente. Na maioria dos pacientes com DC fistulizante, o infliximabe foi
detectado no soro por 12 semanas (variagdo de 4 a 28 semanas) apos a
administragcado do esquema de dose de indugédo (Remicade®, bula).

Em contraste com o infliximabe, o adalimumabe é um anticorpo monoclonal
totalmente humano. E administrado via subcutadnea, num esquema de 160mg,
seguido de 80 mg e 40 mg com intervalos de duas semanas (indugao) e regime de
manutencgio de 40 mg a cada duas semanas.

Apesar de ser anticorpo totalmente humano o adalimumabe também

apresenta risco de imunogenicidade e formagao de anticorpos antidroga (Wang et al.
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2013). A formacao de anticorpos anti adalimumabe esta associada com baixas
concentragdes séricas da droga e redugao da resposta ao tratamento.

Tanto o infliximabe quanto o adalimumabe possuem como alvo o TNF-a em
formas soluveis e associadas a membrana, inibindo assim o TNF-a de ativar seus
receptores, induzindo a apoptose de linfécitos e diminuindo assim a inflamagao
(Pariente et al. 2012).

O TNF-a transmembrana (tmTNF-a), um percursor da forma soluvel do TNF-
alpha (sTNF-a), é expresso em macrofagos ativados e linfocitos, e em outros tipos
de células. Apos ser processado pela enzima conversora de TNF-a, o sTNF-a é
clivado do tmTNF-a e realiza suas atividades bioldgicas ao se ligar em receptores de
TNF-a em tecidos distantes. Evidéncias sugerem que nao apenas o sTNF-a, mas
também o tmTNFa esta envolvido na resposta inflamatéria.

O tmTNF-a atua como uma molécula bipolar que transmite sinais tanto como
ligante mas também como receptor (Amini Kadijani et al. 2017).

Em células produtoras de TNF-a ele se liga a receptores do TNF e transmite
sinais para as células como um ligante, transmitindo sinais do exterior para o interior
da célula. Quando atua como receptor de IFX, a ligagcao do IFX ao tmTNF-a ativa
alguns mecanismos anti-inflamatérios incluindo a indugdo a apoptose, que é
considerado um dos mais importantes. Nesse processo, € ativada a apoptose das
células inflamatérias, resultando na atenuagao da inflamagéao.

Realmente, pacientes com DIl ndo respondem ao tratamento com Etanercept,
que seria outro agente anti-TNF, mas que diferentemente do IFX, parece so6 inibir o
sTNF-a, mas ndo induz essa sinalizagao ao tmTNF-a que levaria a apoptose e seu
papel anti-inflamatério.

Assim, a concentracdo de tmTNF-a e o numero de células com tmTNF-a
pode estar relacionado a resposta ao IFX nos pacientes com DIl. Uma maior
densidade de tmTNF-a pode levar a uma indugcdo mais efetiva de apoptose de
células inflamatérias pelo infliximabe, e a uma melhor resposta clinica ao IFX (Amini
Kadijani et al. 2017).

Assim, a densidade de tmTNF-a e o numero de células portadoras de
tmTNF-a pode ser um biomarcador de resposta ao IFX. A identificacdo de um
biomarcador que possa prever a resposta ao uso de |IFX podera reduzir os riscos e 0

custo do uso dessa droga.
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Em um estudo foi testada essa hipotese em pacientes com falha de resposta
primaria ao tratamento com IFX. Foi visto que a densidade de TNF-a
transmembrana é diferente entre os pacientes com DIl. Pacientes com densidades
maiores apresentam maiores taxas de apoptose apos terapia com IFX. Assim a
densidade do TNF-a transmembrana seria um biomarcador que poderia predizer

resposta primaria ao IFX (Amini Kadijani et al. 2017).
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3 TERAPIA BIOLOGICA E FALHAS TERAPEUTICAS

Apesar do seu indiscutivel sucesso, a terapia anti-TNF-a tem suas
deficiéncias incluindo reagdes infusionais e alta incidéncia de nao respondedores
primarios e secundarios, explicado adiante (Jiang e Li 2015). Nem todos os
pacientes respondem a esse tipo de terapia com aproximadamente 30% dos
pacientes com falha na resposta na indugédo (nédo respondedores primarios) e uma
parte consideravel desses pacientes inicialmente respondedores perdem a resposta
com o passar do tempo (em torno de 40-60%) (Pariente et al. 2012). Em pacientes
inicialmente respondedores o risco anual de perda de resposta € 13% por
paciente/ano (Pariente et al. 2012).

Ha entdo dois tipos de falha no tratamento com anticorpos anti-TNF-a:

a) N&o respondedores primarios: sem resposta a terapia de indugéo
com infliximabe ou adalimumabe;
b) Nao respondedores secundarios: responderam a terapia

inicialmente, mas depois pararam de responder.

As razdes para as falhas no tratamento dos pacientes com essas drogas séo
amplamente debatidas e estudadas (Steenholdt 2013). Entre os mecanismos
propostos para essa perda incluem a presenga de anticorpos antidroga (anti-
infliximabe ou anti-adalimumabe) conforme anteriormente relatado, que aumentam
seu clearance e neutralizam sua atividade, diminuindo, além disso, a concentragao
sérica da droga. A presencga de anticorpos antidroga aumenta também o risco de
reacoes infusionais a droga (Jiang e Li 2015).

A monitorizagdo terapéutica da droga (TDM) envolve a dosagem do nivel
sérico da droga ou de seus metabdlitos ativos e anticorpos antidroga e é uma
estratégia promissora, ja realizada em diversas partes do mundo, que pode otimizar
o tratamento de pacientes com DIl. E baseado na premissa de que ha uma relacdo
entre a exposi¢cao a droga e a evolugao e ha uma consideravel variabilidade entre os
individuos de como essa droga € metabolizada (farmacocinética) e da magnitude e
duracdo da resposta a terapia (farmacodindmica). Apesar disso alguns estudos

questionam os riscos e beneficios de uma estratégia de tratamento baseada no
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monitoramento da droga e de seus anticorpos comparado ao tratamento empirico.
Além disso, o tratamento pro-ativo baseado no monitoramento da droga e anticorpos
em pacientes com doenga quiescente ainda € uma estratégia controversa (Vande
Casteele et al. 2017).

O propdsito racional do uso do monitoramento do nivel sérico das drogas
utilizadas e de seus anticorpos antidroga seria que essa estratégia pode ajudar
objetivamente a se entender o motivo da falha terapéutica e definir os proximos
passos no manejo desses pacientes. Uma acéo pro ativa pode ser uma otima
oportunidade de otimizar a terapia ao maximo, antes do paciente apresentar
expressao clinica, endoscopica ou laboratorial aumentando as chances do sucesso
do tratamento (Vande Casteele et al. 2017).

Apesar do crescente uso do monitoramento das drogas e anticorpos na
pratica clinica, ainda ha algumas duvidas de quando e quantas vezes mensurar, de
seus beneficios e custos.

As duvidas se referem principalmente em dois tipos de situagdes clinicas
principais: nos pacientes com doencga inflamatoria ativa e nos pacientes com doenga
quiescente. Até que ponto uma abordagem baseada principalmente na dosagem
sérica das drogas e na presencga ou nao de anticorpos antidroga € mais eficiente do
que a abordagem empirica no manejo dessas drogas?

Medicamentos bioldgicos, mais especificamente anticorpos monoclonais sao
drogas protéicas que podem se ligar a antigenos especificos com grande
especificidade e com isso levar a bloqueio eficaz de certas fungdes fisioldgicas ou
patoldgicas.

Uma caracteristica dos medicamentos bioldgicos seria que o sistema imune
reconhece essas substancias como nao proéprias, e ativa a resposta imune humoral
ou celular levando a formacdo de anticorpos contra a droga biologica. Esses
anticorpos diminuem a eficacia da droga tanto por bloquear o local de ligagéo
antigeno-anticorpo como pela formagao de complexos com a molécula levando a um
aumento do clearance da droga (Vande Casteele et al. 2017).

A concentragao da droga no local de seu receptor determina a magnitude da
resposta farmacoldgica e a monitorizagéo da exposigao a droga nos pacientes pode
ser util para guiar decisdes terapéuticas na pratica clinica. Varias afericbes podem

ser usadas para medir a exposi¢gao da droga, mas a concentragao sérica minima
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que seria a concentragao da droga imediatamente antes da préoxima infusdo € a
mais utilizada (Vande Casteele et al. 2017).

Existem diferentes formatos de ensaio para dosagem da droga e de seus
anticorpos, sendo os mais utilizados enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA),
homogenous mobility shift assay (HMSA) e electrochemiluminescence immunoassay
(ECLIA),

Em geral as diferentes técnicas se mostraram relativamente comparaveis com
especificidade, acuracia e reprodutibilidade aceitavel entre elas. HMSA e ECLIA sao
mais sensiveis para se detectar anticorpos com baixa afinidade do que ELISA
(Vande Casteele et al. 2017).

Ao se interpretar os resultados recomenda-se observar primeiramente o nivel
sérico da droga. Na presenca de uma concentragdo terapéutica da droga,
geralmente os anticorpos sao indetectaveis. Se detectaveis sao geralmente de
baixas concentracbes e, consequentemente, tem um efeito limitado na
farmacocinética da droga.

Pacientes com falha terapéutica, apesar de concentragdes séricas adequadas
da droga, independentemente da presenca de anticorpos, pode ser justificada pelo
mecanismo principal de perpetuagdo da inflamagao nao relacionado ao TNF-a
nesses pacientes e a mudanga para outra classe de drogas seria uma abordagem
mais racional.

Por outro lado, se a concentragdo da droga é subterapéutica ou indetectavel,

aconselha-se a avaliar a concentragao de anticorpos antidroga:

a) Se eles estao detectaveis, principalmente em altos titulos, sugere-
se que o clearance da droga esta aumentado devido a um
mecanismo imuno-mediado e a mudanga para outra droga da
mesma classe, mas com outra estrutura molecular pode ser uma
boa opc¢ao;

b) Se os anticorpos ndao sado detectaveis, entdo o clearance da droga
estd aumentado devido a mecanismos ndao imunomediados, como
alta carga inflamatéria (high inflammatory burden) resultando na
rapida utilizagdo da droga e/ou perda excessiva fecal da droga
(indicado pela calprotectina alta, proteina C reativa (PCR) elevada e

baixa de albumina) (Vande Casteele et al. 2017).
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Um estudo de revisdo recente analisou varios estudos para compreender o
real valor da terapia com biologicos em pacientes com DIl baseado na monitorizagao
de drogas e de anticorpos antidroga comparando com a abordagem empirica no
manejo dessas drogas. Tanto em pacientes com doenga inflamatéria ativa
(abordagem reativa) quanto em pacientes com doenga quiescente (abordagem
proativa) o beneficio do monitoramento das drogas e anticorpos se mostrou incerto,
apesar de mostrar uma tendéncia ao beneficio. Obviamente eles sugerem que a
maioria dos estudos sdo ainda de baixa qualidade com muitos vieses e com
metodologias diferentes, dificultando a comparagao (Doherty et al. 2018).

Outro ponto importante seria qual o nivel sérico adequado das drogas para se
conseguir uma resposta terapéutica satisfatéria. Isso depende também de qual
resposta terapéutica se espera: resposta clinica, endoscopica, cicatrizacao total da
mucosa, manejo apoés tratamento cirurgico, fechamento de fistulas, colite esquerda,
pancolite... Para cada tipo de resposta provavelmente sdo necessarios niveis
diferentes da droga.

O Consenso Europeu recente recomenda dosagem sérica de agentes
biologicos e de anticorpos antidroga para se avaliar a retirada ou ndo do uso de
imunossupressores quando usados em terapia combinada com agentes anti-TNF a.
Além da analise clinica, bioquimica e endoscopica e histoldgica para se avaliar se o
paciente esta em remissao de doenca, seria importante a analise do nivel sérico de
agentes anti-TNF a e da presenga ou nao de anticorpos antidroga. O recomendavel
seria a presengca de doses terapéuticas de drogas anti-TNF a e a auséncia de
anticorpos antidroga, além da remiss&o clinica, bioquimica e histolégica ha alguns
anos, para se recomendar a retirada da terapia combinada e suspensao do
imunossupressor (Doherty et al. 2018).

Ja a presenca de doses altas de infliximabe no momento da decisdo de
suspensao da terapia biolégica, seria um fator de mal progndstico com risco
aumentado de recaida apos a suspensao da droga.

Outra avaliacdo importante seria em pacientes em que houve a suspensao do
uso de terapia bioldgica e apresentaram recaida da doenca. Nesses pacientes a
retomada do uso da mesma terapia biolégica tem geralmente bons resultados em
grande parte dos pacientes. Apds a reintrodugcao da droga, baixos niveis séricos da

mesma e a presencga de anticorpos antidroga estao associados com maior risco de
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nao resposta, perda de resposta e reacao adversa no momento da infusdo (Doherty
et al. 2018).

Em paciente em uso esporadico ou irregular de infliximabe a formagéao de
anticorpos anti-infliximabe ocorre em 37-61% dos pacientes. Ja em pacientes em
uso regular essa percentagem cai para 6-16%. Parece que a imunogenicidade para
a formacao desses anticorpos nao esta relacionada somente a porgdo quimérica da
droga, ja que sdo detectados também percentagens semelhantes de anticorpos
antidroga em pacientes em uso de adalimumabe e certolizumabe pegol conforme
previamente relatado (Afif 2010).

A real relevancia clinica da presenca de anticorpos anti-infliximabe ainda é
controversa apesar da presenca desses anticorpos ter sido associada com perda de
resposta ao tratamento, diminuicdo da duracdo da resposta e risco de reacido as
infusdes em alguns estudos (Afif 2010, Steenholdt et al. 2011, Jiang e Li 2015).

O uso de agentes anti-TNF-a também esta associado a manifestacbes
paradoxais envolvendo a pele e articulagcbes em aproximadamente 10-20% dos
pacientes em uso de infliximabe (Coutzac et al. 2015). Essas manifestagdes incluem
lesdes psoriformes e/ou eczematicas, localizadas geralmente em palmas, solas, e
couro cabeludo. Pacientes também podem apresentar surgimento de artralgias
graves em uso de infliximabe mesmo sem apresentar manifestagdes reumatologicas
antes do inicio do tratamento. A patogénese desses efeitos ainda é pouco
compreendida e deve envolver a farmacocinética dessas drogas.

Em estudo foram analisadas a presenga de manifestagdes paradoxais
dermatolégicas (lesbes psoriformes) e reumatoldgicas (poliartralgia grave) apds uso
de infliximabe comparando com nivel sérico nesses pacientes. Nos 121 pacientes
incluidos nesse estudo, 7% apresentou manifestagdes cutaneas e 8%
manifestagbes reumatoldgicas apds inicio do uso de infliximabe. O nivel sérico de
infliximabe ndo estava aumentado em pacientes com essas manifestagdes. O unico
fator associado com presenca de manifestagdes articulares foi a presenca de FAN
positivo nesses pacientes mostrando provavelmente ter um mecanismo autoimune
associado (Coutzac et al. 2015).

Importante notar que a formacgao de anticorpos anti-infliximabe € um processo
dindmico ao invés de um processo progressivo e irreversivel. Anticorpos transitérios
podem existir em qualquer momento durante a terapia néo correspondendo sempre

a uma pior evolugao clinica (Jiang e Li 2015). Somente altos niveis de anticorpos
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sustentadamente irdo levar a perda de resposta duradoura (Vande Casteele et al.
2013, Jiang e Li 2015, Vande Roblin 2015). Roblin (2015) mostrou em estudo que
duas dosagens consecutivas positivas de anticorpos anti-infliximabe € um forte e
independente fator associado a perda de resposta ao tratamento.

Recentemente, Steenholdt et al. (2012) compararam quatro técnicas
comumente usadas para dosagem de nivel sérico e anticorpos antidrogas anti-TNF-
a. Sessenta e oito por cento das amostras positivas para a presenca de anticorpos
por HMSA estavam negativas no método reported gene assay (RGA), indicando que
esses anticorpos detectados tinham pouco ou nenhum efeito em neutralizar a droga
ou pode ter sido um teste falso positivo para anticorpos nao funcionais (Steenholdt et
al. 2012).

Em um estudo de Casteele em 28% dos pacientes com anticorpos anti-
infliximabe positivos, os anticorpos desapareceram em uma média de 17 semanas
(Vande Casteele et al. 2013). Esse autor recomenda medir os niveis séricos de
infliximabe na semana 14, antes da terapia de manutencdo e em caso de perda de
resposta. Um nivel sérico minimo de infliximabe <2,2ug/ml na semana 14 previu
descontinuacao do tratamento com infliximabe por perda de resposta persistente ou
reacdes de hipersensibilidade com 74% de especificidade e 82% de sensibilidade
(RV 3,1; p=0,0026). Concluiu assim que a dosagem sérica de infliximabe e
anticorpos anti-infliximabe pode ser usado como prognéstico e como uma
ferramenta preditora de resposta sendo util em determinar o escalonamento da
dose, troca de droga ou retirada de infliximabe (Vande Casteele et al. 2013).

Kobayashi et al. (2016) dosaram o nivel sérico de infliximabe pelo método de
ELISA na segunda semana do inicio do tratamento (terapia de indugao) de pacientes
com RCUI, comparando prospectivamente com a resposta a curto e longo prazo
nesses pacientes. Concluiu-se que niveis séricos elevados na segunda semana do
tratamento e resposta clinica nesse momento estd associado com bom progndstico
e manutencao da resposta clinica e cicatrizagdo de mucosa no futuro (até semana
30) (Kobayashi et al. 2016).

Para que haja o efeito terapéutico adequado dos agentes biologicos, é
necessario um nivel sérico chamado “suficiente” do anticorpo anti-TNF-a, apesar
desse valor exato ainda nao ser totalmente estabelecido pela falta de metodologias
e cut-offs padronizados em todas as metodologias disponiveis para dosagem (Jiang
e Li 2015, Schmitz et al. 2016).
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Existem alguns kits comerciais disponiveis para dosagem seérica de
infliximabe e de adalimumabe e de anticorpos anti-infliximabe e anti-adalimumabe,
mas ainda ndo estd bem estabelecido o nivel sérico adequado para resposta
terapéutica esperada (Schmitz et al. 2016).

Uma sugestdo para janela terapéutica adequada para resposta clinica
esperada foi estabelecida entre 3-7ug/ml para o infliximabe. Concentragdes abaixo
de 3pg/ml estado relacionadas a uma diminuicdo da resposta e concentragcdes acima
de 7pg/ml ndo mostraram beneficio adicional e pode levar a um aumento
desnecessario de toxicidade (Schmitz et al. 2016). Caso sejam encontrados niveis
séricos muito baixos de infliximabe (<1ug/ml) é recomendada a dosagem de
anticorpos anti-infliximabe. Caso ndo sejam encontrados anticorpos, deve-se
aumentar a dosagem da droga (reduzindo o intervalo para quatro semanas ou
aumentando para 10mg/kg a cada 8 semanas); caso a presenga de anticorpos seja
positiva, deve-se trocar a droga (Schmitz et al. 2016). Atualmente sabe-se que para
se conseguir cicatrizacdo de mucosa sao esperados niveis séricos maiores da
droga, geralmente maior que 8-9 ug/mil.

Alguns autores sugerem que niveis de adalimumabe >49ug/ml séao
necessarios para adquirir remissao clinica. Zittan et al. (2016) estudaram o nivel
sérico de 60 pacientes com DC e analisaram o nivel sérico de adalimumabe
necessario para cicatrizacdo de mucosa nesses pacientes. Foi visto que niveis
séricos mais altos de adalimumabe de pelo menos 8,14ug/ml sdo necessarios para
remissdo endoscoépica nesses pacientes (sensibilidade 91,4% e especificidade de
76%) (Zittan et al. 2016).

Ungar et al. (2016) analisaram 78 pacientes em uso de infliximabe e 67
pacientes em uso de adalimumabe comparando o nivel sérico dessas drogas e a
presenca de cicatrizacdo de mucosa nesses pacientes. O nivel sérico foi
significantemente maior em pacientes com cicatrizagcdo de mucosa comparado com
pacientes em atividade de doenga (infliximabe 4,3 X 1,7ug/ml, p=0,0002;
adalimumabe 6,2 X 3,1 ug/ml, p=0,01). Além disso, a presenca de anticorpos
antidroga foi também associada a menores taxas de cicatrizagcdo de mucosa se
comparado com pacientes com mesmo nivel sérico da droga mas sem anticorpos
(16% X 50%; p=0,003) (Ungar et al. 2016).

Ensaios de alta acuracia e precisdo sao indispensaveis para a correta

mensuragao dos niveis séricos e da presenga de anticorpos antidroga.
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Diversas técnicas podem ser usadas para dosagem da droga como ELISA,
radioimunoensaio (RIA) ou HMSA (ensaio de desvio de mobilidade homogénea).
Essas técnicas possuem designs diferentes, uso de anticorpos de detecgéo
diferentes e resposta diferente a variados tipos de drogas concomitantes. Além
disso, sao limitadas devido a sua sensibilidade, interferéncia e/ou complexidade. A
maior limitacdo do método de ELISA em dosar niveis de anticorpos antidroga é sua
maior dificuldade de detectar a presenga desses anticorpos na presenga da droga
na circulagao devido a interferéncia cruzada. Assim ha uma baixa sensibilidade da
deteccdo de anticorpos anti-infliximabe na presenga de infliximabe na circulagao,
nesse método (Wang et al. 2013, Jiang e Li 2015).

As desvantagens do método de radioimunoensaio sdo sua complexidade, o
uso de material radioativo e o tempo prolongado de incubagéo exigido pelo método.

O método HMSA por cromatografia liquida superou muitas limitacbes dos
outros métodos. As vantagens incluem alta sensibilidade, especificidade, acuracia.
Com esse método é possivel medir anticorpos antidroga na presenga de altos niveis
da droga no soro do paciente o que nao é possivel com método de ELISA (Wang et
al. 2012). Apesar disso, € questionavel o significado clinico da presenca de
anticorpos antidroga caso o nivel sérico da droga esteja adequado, e alguns autores
nem recomendam a pesquisa de anticorpos antidroga nessa situagao.

Schmitz et al. (2016) avaliaram 3 kits comerciais disponiveis para dosagem
sérica de infliximabe e de seus anticorpos: kits da Theradiag (Lisa Tracker
Infliximabe), Progenika (Promonitor IFX) e apDia (Infliximab ELISA). Foram feitas
analises do soro de 30 pacientes imediatamente antes da proxima infusdo de
infliximabe. A correlacido entre os trés kits foi boa. Concluiu que os trés kits podem
ser usados com boa performance (Schmitz et al. 2016).

Em outro estudo foram comparados 2 kits para dosagem sérica de infliximabe
e anticorpos anti-infliximabe: Promonitor e ImmunDiagnostik e sua associagédo com a
evolugao do tratamento (Guiotto 2016). Foram analisados soros de 86 pacientes em
um ou mais momentos durante o tratamento. Os dois testes tiveram resultados
semelhantes com boa concordancia entre eles.

Entretanto, esta claro que niveis indetectaveis ou baixos do agente bioldgico
no sangue estdo associados com falta ou perda secundaria de eficacia, aumento
dos parametros inflamatorios e piora clinica tanto na DC quanto na RCUI (Jiang e Li
2015).
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Outra questao importante a ser estudada e estabelecida quando se monitoriza
dosagem sérica de agentes bioldgicos seria em que momento da terapia fazer a
dosagem sérica da droga e de seus anticorpos. O melhor momento ndo esta
estabelecido (Yarur et al. 2016a). A maioria dos estudos avalia o nivel sérico
imediatamente antes da proxima infusdo de infliximabe ou aplicagcdo de
adalimumabe para que o nivel sérico ndo atrapalhe a deteccido de anticorpos
antidroga, caso presente, em alguns métodos.

Outra hipotese para a falha do tratamento seria a alta taxa de componentes
inflamatdrios que “consumiriam” rapidamente a droga ndo mantendo assim o nivel
sérico terapéutico adequado ou o desenvolvimento de outra via alternativa de
inflamac&o ndo dependente de TNF-a (Ordas et al. 2012). A presencga de inflamagao
sistémica aumenta o catabolismo de proteinas no sistema reticulo endotelial.

No estudo ACCENT | foi feita dosagem sérica de infliximabe e anticorpos anti-
infliximabe pelo método de ELISA na semana 14 do inicio do tratamento de
pacientes com DC moderada a grave. Pacientes que obtiveram resposta sustentada
com terapia de manutencido apresentavam nivel sérico na semana 14 maiores do
qgue os pacientes que nao obtiveram resposta (Cornillie et al. 2014).

Nao ha consenso ainda no manejo desses pacientes em que ha falha no
tratamento com terapia biolégica TNF-a. Na otimizacdo do tratamento desses
pacientes néo responsivos, podemos trocar o tratamento para outra droga bioldgica
nao anti-TNF-a, mas no caso de pacientes com DII, diferentemente dos pacientes
com patologias reumatoldgicas, as opg¢des terapéuticas bioldgicas ainda estido
atualmente bastante limitadas e de dificil disponibilidade de fornecimento pelo SUS.
Dai a importancia de entender melhor a causa da falha terapéutica para o melhor
manejo desses pacientes tanto em termos de toxicidade, eficacia e custo.

Outra opgao para otimizagao do tratamento seria aumentar a dose naqueles
pacientes cuja dosagem sérica da droga esta abaixo do nivel considerado
terapéutico e ao contrario, diminuir a dose nos pacientes com niveis séricos altos e
potencialmente toxicos. Pode-se também diminuir o intervalo entre as infusdes.

Ja em relagédo a pacientes com niveis séricos considerados ideais da droga,
mas sem resposta terapéutica pode ser aventada a hipotese da presenca de
anticorpos antidroga ou que o mecanismo de perpetuagdo de doenga nesses
pacientes esteja relacionado a ativacdo de outra citocina predominantemente
diferente do TNF-a (Van der Maas et al. 2012).
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Foi demonstrado que as partes imunogénicas do infliximabe seriam as
fracdes F(ab’)2 em estudo publicado em 2011 (Ben-Horin et al. 2010). Nesse estudo
foram testadas amostras séricas de 62 pacientes tratados com infliximabe e 64
pacientes controles. Anticorpos anti-infliximabe total e anti fragmentos Fc e
antiF(ab’)2 foram pesquisados pelos métodos de ELISA e Western blotting. Foram
detectados anticorpos anti infliximabe total e antiF(ab’)2 somente em pacientes
tratados com infliximabe. Anticorpos anti-infliximabe total e antiF(ab’)2 foram
encontrados em pacientes que tiveram perda de resposta ao tratamento com
infliximabe, mas anticorpos antiF(ab’)2 também foram encontrados em pacientes
com remissdao sustentada limitando assim seu significado clinico. Nao foram
detectados anticorpos antiFc.

Steenholdt et al. (2011) fizeram um estudo com o objetivo de determinar
valores de cut-off clinicamente relevantes de dosagem sérica de infliximabe e
anticorpo anti-infliximabe em pacientes com doenca inflamatdria intestinal. Foram
feitas dosagens séricas de infliximabe e anticorpos anti-infliximabe pelo método de
radioimunoenssaio em fase fluida (Biomonitor A/S-Symbion Science Park,
Copenhagen, Denmark). 106 pacientes com DIl (2001 a 2010) foram inicialmente
classificados tendo como resposta sustentada ou perda de resposta a terapia de
manutencdo com infliximabe. Todos os pacientes eram tratados previamente a todas
as infusdes de infliximabe com hidrocortisona 100 mg intravenoso, paracetamol 1g
via oral e cetirizina 10 mg via oral para minimizar o risco de reagao infusional aguda
e prevenir o risco de desenvolvimento de anticorpos anti-infliximabe, de acordo com
recomendagao de alguns estudos (Steenholdt et al. 2011).

Os niveis séricos de infliximabe foram significantemente menores e as
dosagens de anticorpos anti-infliximabe foram significantemente maiores em
pacientes com DC com perda de resposta (média de infliximabe 0 ug/ml e média de
anticorpos anti-infliximabe 35U/ml) comparados com pacientes com resposta
sustentada (média de infliximabe 2,8 ug/ml e média de anticorpos anti-infliximabe 0
U/ml; p<0,0001). Os valores 6timos de cut-off pela analise foram: infliximabe<0,5
pg/ml associado com perda de resposta (sensibilidade de 86% e especificidade de
85%) e anticorpos anti-infliximabe = 10U/ml (sensibilidade 81% e especificidade
90%). A dosagem combinada levou a uma sensibilidade de 81% e especificidade de
94% (Steenholdt et al. 2011). Um padrao semelhante de resultados foi visto nos

pacientes com RCUI nesse mesmo estudo.
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Foi visto também que o numero de pacientes que desenvolveram anticorpos
anti-infliximabe foi significantemente maior naqueles que nao receberam medicagao
imunossupressora concomitante comparado aqueles que foram tratados com
azatioprina, 6-mercaptopurina ou metotrexate.

Em um estudo coreano retrospectivo observacional com 63 pacientes
pediatricos com doenga de Crohn, foi suspenso o uso de infliximabe apdés um ano de
remissao clinica sem corticéide. Apds um seguimento meédio de 4,3 anos 60,3%
tiveram recaida clinica. Niveis séricos de infliximabe =2.5 uyg/mL e cicatrizagéo
incompleta da mucosa foram associados a recaida clinica.

Kurnool et al. (2018) avaliaram 160 pacientes com RCUI em uso de terapia
bioldgica (infliximabe, adalimumabe, golimumabe o vedolizumabe) em relagédo ao
IMC e resposta ao tratamento. Cada aumento de 1 kg/m2 no IMC estava associado
a um aumento do risco de 4% de faléncia no tratamento e 8% no aumento do risco
de cirurgia e hospitalizacdo. Essa associacgao foi vista em tratamentos baseados em
dose ajustada de acordo com o peso e também em tratamentos com dose fixa. Além
do IMC, dosagem de albumina sérica baixa e curta duragdo da doenca também
estavam associados a falha no tratamento. Além disso, foi observada uma
correlagdo negativa significativa entre o IMC e os niveis séricos de adalimumabe
(p=0.03). Nao houve relagao entre o IMC e os niveis séricos de infliximabe (Kurnool
et al. 2018).

Altos niveis séricos de infliximabe s&o considerados um fator de mal
prognostico para remissao sustentada apos a suspensao da medicagao. Durante o
tratamento de manutengdo com medicamentos anti-TNF a, altos titulos da
medicagdo e baixa concentracdo de anticorpos antidroga geralmente estao
associados a uma melhor evolugéo clinica e endoscopica. Entretanto, estudos sobre
a parada da utilizacdo da droga mostraram que altos niveis séricos de infliximabe no
momento pré-parada estavam associados com recaida da doenga. De acordo com
o estudo STORI, um nivel sérico de IFX=2 mg/L estava associado com recaida apos
cessar a droga. (multivariate Cox model [HR = 2.5, 95% Cl = 1.1-5.4, p = 0.02]).

Enquanto isso, Papamichael (2015) descreveu em um estudo que niveis
séricos de infliximabe <6ug/ml estavam associados com remissao clinica sustentada
apos suspensao do uso da droga.

Ben-Horin et al. (2015) mostraram que niveis detectaveis da droga estavam
associados a recaidas [odds ratio =8.4, 95% Cl=2.2-32, p=0.002]. Esses
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achados indicaram que niveis séricos de infliximabe =2.5 pg/mL estavam associados
a recaida clinica apos a suspensao da droga.

Assim, monitorizagdo sérica da droga pode ajudar a identificar um subgrupo
de pacientes em que a remissédo da doencga esta dependente do uso de drogas anti-
TNF a e ndo estaria entao indicada a suspensao da droga.

Greener et al. (2018) analisaram as relagdes entre o nivel sérico de
infliximabe (altas doses - high rate (HR) X baixas dose - low rate (LR) e comparado
com as taxas de efeitos adversos e toxicidade. Foi feita uma analise retrospectiva de
180 pacientes com pelo menos um ano de uso de infliximabe. Pacientes foram
divididos de acordo com o nivel sérico de infliximabe, com cutoff de 15 ug/mL (HR
and LR). Nos resultados foram vistos um total de 53 efeitos adversos em 47
pacientes. No grupo LR houve 36 efeitos adversos em 30 pacientes e no grupo HR,
17 efeitos adversos em 17 pacientes. Pacientes com niveis altos de infliximabe néo
apresentaram maior prevaléncia de infeccdo comparado com pacientes com nivel
LR. Como conclusao, os achados indicaram que altos niveis de concentracéo sérica
de infliximabe ndo estdo associados com maior frequencia de efeitos adversos e
infeccoes (Greener et al. 2018).

Geralmente, niveis indetectaveis de infliximabe estdo relacionados a um
maior risco de desenvolvimento de anticorpos anti-infliximabe. Nesse estudo, todos
os pacientes que desenvolveram reagao infusional estavam no grupo de baixos
niveis séricos de infliximabe (LR). Notou-se ainda que 80% dos pacientes que
tiveram reacao infusional tinham anticorpos anti infliximabe detectaveis no sangue
(Greener et al. 2018).

Anticorpos antidroga ja foram demonstrados estarem associados com
diminuicdo da durabilidade da terapia e pior evolugdo. Algumas estratégias sao
adotadas para se tentar diminuir a formacado desses anticorpos. Uma delas seria
regimes regulares de tratamento e a adigdo de imunossupressores ao invés de
tratamento episédico. Outra estratégia seria a manutencdo de altos niveis de
infliximabe sérico. A diferencga significativa de reagdes infusionais entre os dois
grupos enfatiza o provavel beneficio de altos niveis séricos de infliximabe em
prevenir imunogenicidade e assim reduzir o risco de reagdes infusionais devido a
anticorpos antidroga. Além disso, a formagao desses anticorpos também leva a uma
piora na resposta clinica desses pacientes, assim todo esfor¢co deve ser feito para

evitar sua formacéo (Greener et al. 2018).
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Um trabalho foi realizado com 76 pacientes com DIl que tiveram perda de
resposta clinica apés um tempo variavel do uso de infliximabe. Foi feita a analise da
dosagem sérica minima de infliximabe e a presenca de anticorpos anti-infliximabe e
foi feita a correlagdo com a conduta empregada cegamente a esses pacientes com
falha terapéutica. Dos pacientes que tiveram aumento da dose do infliximabe, 69%
responderam com melhora clinica independentemente da presenca ou nao de
anticorpos, sendo que em alguns a presenga de anticorpos caiu. O nivel sérico
minimo de infliximabe também nao teve correlacdo com a resposta ou ndo ao
aumento da dose do infliximabe (Pariente et al. 2012). Concluiu-se entdo que a
resposta clinica a intensificacdo do tratamento com infliximabe (aumento da dose ou
diminuicdo do intervalo entre as doses) ndo pode ser prevista em pacientes que
tiveram perda de resposta inicial, através da dosagem sérica de infliximabe ou da
presenga de anticorpos antidroga, de acordo com esse estudo.

Ja Seow et al. (2010) analisaram 115 pacientes com RCUI moderada a grave,
em que foram feitas dosagens séricas de infliximabe e anticorpos anti-infliximabe e
feitas correlagdes com taxas de remissdo clinica e colectomia. Pacientes desse
estudo tiveram surpreendentemente dosagens séricas de infliximabe menores e
mesmo ausentes, comparado com outros estudos em pacientes com DC ou
espondilite anquilosante. Uma possivel explicacdo seria um maior clearance da
droga em pacientes com alta taxa de inflamag¢do. Uma dosagem sérica detectavel de
infliximabe nesses pacientes esteve associada a maior taxa de remissao clinica,
endoscopica e baixo risco de colectomia, independente da presenca ou nao de
anticorpos antidroga (Seow et al. 2010).

Vande Casteele et al. (2013) em trabalho com 90 pacientes com DIl (64
pacientes com DC e 26 pacientes com RCUI) foram feitas analises da presenga ou
nao de anticorpos anti-infliximabe e dosagem sérica da droga, em varios momentos
durante o tratamento desses pacientes. Foi visto que a presencga de anticorpos anti-
infliximabe nesses pacientes pode ser transitéria e nem sempre leva a uma piora
clinica. Entretanto niveis elevados e persistentes de anticorpos anti-infliximabe,
levam a uma perda de resposta ao tratamento. Pacientes com nivel sérico minimo
baixo na 142 semana de tratamento possuem maior risco de formacgao de anticorpos
anti-infliximabe e maior risco de interrup¢cdo do tratamento (Vande Casteele et al.
2013).
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Em outro trabalho com 155 pacientes foi feita uma analise retrospectiva da
dosagem sérica de infliximabe e anticorpos anti-infliximabe e sua influéncia no
manejo clinico desses pacientes. Os pacientes foram testados um ano apds o inicio
do tratamento com infliximabe. O teste foi realizado devido a perda de resposta ou a
resposta parcial. Os testes foram realizados pelo laboratério Prometheus. A
dosagem sérica de infliximabe = 12 ug/ml na semana 4 foi considerada terapéutica,
assim como a deteccao de > 1,4 pg/ml imediatamente anterior a proxima infusdo da
droga. Pacientes com qualquer concentracao detectavel de anticorpo anti-infliximabe
foi considerado como positivo para a presengca de anticorpos antidroga e por
definicdo foi considerado como tendo concentragdao de infliximabe indetectavel, ja
que a presenga de infliximabe na amostra interfere com a dosagem do anticorpo.
Concluiu-se que a dosagem sérica de infliximabe e anticorpos anti-infliximabe teve
impacto nas decisdes terapéuticas de 73% dos pacientes em conjunto com a anadlise
clinica, endoscopica e radioldgica desses pacientes (Steenholdt 2013).

Estudo multicéntrico retrospectivo com 56 pacientes com RCUI moderada a
grave em terapia de manutengao com infliximabe, foram realizadas colonoscopias e
dosagem dos niveis séricos de infliximabe e anticorpos antidroga em até trés meses
da realizacdo do exame endoscopico. Cicatrizacdo de mucosa foi definido pelo
Score de Mayo < 1 e cicatrizagao histologica pela presenga de nenhuma inflamagao
ou inflamacgao focal leve. Nos resultados foram vistos que os niveis séricos de
infliximabe eram significantemente maiores nos pacientes com cicatrizagao
endoscopica (P < 0.001) ou histologica (P =0.002), comparado com pacientes sem
cicatrizagdo. Além disso, os pacientes com niveis séricos mais baixos de infliximabe,
tinham a presenca de anticorpos antidroga. O nivel sérico de infliximabe associado a
cicatricagdo endoscopica de mucosa foi =275 uyg/mL e 2105 ug/mL para
cicatrizagao histoldgica (Papamichael et al. 2018).

E possivel que pacientes com RCUl necessitem de niveis séricos de
infliximabe maiores do que pacientes com DC para adquirirem cicatrizacdo de
mucosa endoscopica e histologica.

Outra hipdtese seria que pacientes com inflamagado importante no colon
apresentariam também perda fecal de infliximabe, diminuindo seu nivel sérico. Ja
em pacientes com cicatrizagdo de mucosa, nao teria essa perda fecal e assim o
nivel sérico da droga permaneceria mais alto. Permanece entdo ainda a duvida se

altas concentragdes séricas sdo necessarias para se adquirir remissao profunda ou
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se a remissao profunda esta associada as altas concentracdes séricas da droga pela
diminuicao do clearance da droga e diminui¢ao da perda fecal.

Pacientes com DC e fistulas perianais possuem maior carga inflamatéria e
talvez também perda fecal de infliximabe.

Isso foi recentemente demonstrado por Yarur et al. (2017). Em uma coorte de
117 pacientes com DC com fistulas perianais o nivel sérico ideal para se alcancar
cicatrizagdo da fistula foi de 20.2 Ig/ mL.

A monitorizagcdo de drogas chamada "reativa" seria a dosagem sérica da
droga em casos de doenga em atividade apesar do tratamento, e mudanca da
estratégia de tratamento de acordo com o resultado.

Estudos recentes demonstraram que a monitorizagdo chamada "pro-ativa"
(dosagem sérica e pesquisa de anticorpos antidroga em todos pacientes em
tratamento) de infliximabe com titulagcdo da droga até uma janela terapéutica ideal,
esta associado a evolugao a longo prazo mais favoravel e superior a monitorizagao
reativa (Papamichael et al. 2018).

Akihiro et al. (2018) avaliaram os niveis séricos de infliximabe e a presenca de
anticorpos antidroga em pacientes com DC em tratamento de manutencdo. Os
pacientes eram classificados em perdedores de resposta ou em remissdo. Além
disso, foram comparados os niveis séricos de infliximabe e a presenca de
cicatrizacdo de mucosa nesses pacientes. Concluiram que os niveis séricos de
infliximabe foram mais Uteis para diagndstico e avaliacdo da perda de resposta na
DC durante o tratamento de manutencdo com infliximabe do que a presenca dos
anticorpos anti-infliximabe. Na avaliagdo de cicatrizacdo de mucosa foi vista uma
relagdo com os niveis séricos de infliximabe, e para remissdao sendo necessarios
niveis maiores que 2.6 pg/mL (Akihiro et al. 2018).

Em algoritmo proposto por Afif (2010) para pacientes em uso de terapia

biolégica e sintomas clinicos (ndo resposta inicial ou perda de resposta) (Figura 1):
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Figura 1 — Algoritmo proposto para tratamento de pacientes com DIl sintomaticos

Anticorpos antidroga positivo — Trocar para outro agente anti-TNF a — Se persisitir
a clinica trocar para tratamento com diferente mecanismo de agao (agente nao-anti-
TNF-a)

Concentragao da droga (IFX) em niveis terapéuticos
(>12 pg/ml na semana 4 ou niveis detectaveis pré infusao)

4 4

Doenca ativa na Doenca inativa na
endoscopia/radiologia endoscopia/radiologia
Trocar para tratamento com diferente Investigar etiologia alternativa
mecanismo de acéo (agente ndo-anti-TNF-a) dos sintomas

Concentragao sub-terapéutica de infliximabe
(<12 pg/ml na semana 4 ou niveis indetectaveis pré infuséo)

J U

Aumentar dose ou frequéncia Trocar por outro agente anti-
de infliximabe TNF-a
Se doenga persistente, trocar Se doenga persistente, trocar para
para agente anti- TNF-a tratamento com diferente
mecanismo de acao (ndo-anti-
TNF-a)

Fonte: A autora, 2019.

Foram analisadas amostras de sangue de 100 pacientes que perderam
resposta ao tratamento com adalimumabe. 26% desses pacientes tinham nivel
sérico de adalimumabe abaixo do nivel estabelecido de cut off e desses 68% tinha

anticorpos anti-adalimumabe positivo. Esse estudo assim confirmou também a
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evidéncia que o nivel sérico das drogas e dos anticorpos antidroga sao importantes
na resposta do paciente a terapia (Wang et al. 2013).

Yarur et al. (2016a) demonstraram concentragdes aumentadas de TNF-a na
mucosa intestinal de pacientes com DC e RCUI se comparados com controles. TNF-
a aumentado no tecido também foi demonstrado estar relacionado a atividade clinica
e endoscopica de doenca. Foi correlacionada a dosagem de infliximabe e
adalimumabe na mucosa intestinal e no sangue de pacientes e a presenga de
atividade de doenca. Foram encontrados maiores niveis de TNF-a e de anti-TNF-a
em mucosa inflamada comparada a mucosa nao inflamada. Importante notar que em
mucosas com inflamagado moderada a grave a relagao anti-TNF-a /TNF-a foi baixa
implicando que havia anti-TNF-a insuficiente para neutralizar o TNF-a. Em pacientes
com doenca ativa, altos niveis séricos de anti-TNF-a podem nem sempre expressar
altos niveis teciduais. Essa discordancia pode ser devido ao rapido clearance do
anti-TNF-a em tecidos inflamados. Assim, de acordo com o grau de inflamagao pode
ser que determinado nivel ndo seja suficiente para determinado paciente. Os autores
entdo sugerem que enquanto um nivel terapéutico tecidual ndo esta estabelecido, a
relacdo droga/TNF-a no tecido pode ser mais importante que o nivel da droga por si
so6 (Yarur et al. 2016b).
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4 JUSTIFICATIVA DE INTERESSE CIENTIFICO

Ha uma tendéncia atual sugerindo que o manejo e o ajuste da terapia
bioldégica baseado somente em sintomas clinicos sdo frequentemente imprecisos e
pode levar a evolugdes clinicas desfavoraveis. Parece que o monitoramento do nivel
sérico das drogas biologicas e da formagao dos anticorpos antidroga na estratégia
clinica podera permitir aos médicos otimizar o tratamento e manter as drogas em
concentragdes efetivas por mais tempo além de importante impacto no custo do
tratamento desses pacientes evitando superdoses ou uso de drogas ineficazes.

Conforme citado anteriormente, os trabalhos na literatura mostram resultados
ainda controversos e muitas vezes contraditérios. O custo dessas dosagens € muito
alto no mundo e principalmente no Brasil. As estratégias no Brasil de aumento de
dose e/ou redugdo de intervalo sdo na maioria das vezes empiricas. Os
ambulatérios de DIl do HUPE da UERJ e do Hospital Federal dos Servidores do
Estado atendem a mais de 300 pacientes em uso dessas medicagdes e a
necessidade de entender melhor a sua farmacocinética € muito importante para
otimizar as estratégias de tratamento desses pacientes, visando melhorar a eficacia

da droga, minimizar os efeitos colaterais e reduzir os altos custos do tratamento.
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5.1 Objetivo primario

Validar a importéncia da dosagem do nivel sérico das drogas biologicas anti

TNF-a e dos seus anticorpos no manejo clinico dos pacientes com DII.

5.2 Objetivos secundarios

a)

b)

Medir os niveis séricos de infliximabe e de adalimumabe em
pacientes portadores de DIl correlacionando com trés tipos de
evolugodes: resposta clinica sustentada, perda de resposta e nao
resposta ao uso da droga;

Medir os niveis séricos de anticorpos anti-infliximabe e anti-
adalimumabe em pacientes portadores de DIl correlacionando com
trés tipos de evolucdes: resposta clinica sustentada, perda de
resposta e nao resposta ao uso da droga;

Correlacionar os niveis séricos de infliximabe e de adalimumabe e
seus anticorpos em pacientes portadores de DIl com parametros

clinicos, demograficos, laboratoriais e endoscdpicos.
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6 PACIENTES E METODOS

TIPO DE ESTUDO: transversal com entrada prospectiva de pacientes.
Este estudo foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa de cada
instituicao e aprovado (ANEXO A).

6.1 Pacientes

Foram selecionados 95 pacientes portadores de DC ou RCUI dos
ambulatérios de DIl da Policlinica Piquet Carneiro (PPC) da UERJ e do Hospital
Federal dos Servidores do Estado (HFSE) confirmada por diagndstico clinico,
endoscopico e/ou radiologico e histologico e que estejam em uso de Infliximabe ja
em fase de manutengdo com 5 mg/kg ou 10 mg/kg da droga a cada 8 semanas,
apos ter sido administrada fase de indugao com 5 mg/kg de infliximabe nas semanas
0, 2 e 6 do inicio do tratamento ou Adalimumabe em fase de manutencdo com 40
mg SC de cada 14 dias ou semanal pos terapia de indugdo com 160/80/40 mg de
2/2 semanas.

Todos os pacientes foram orientados e assinaram Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (APENDICE A) previamente a entrada no estudo.

Dados sociodemograficos, diagnostico, tempo de evolugdo e fendtipo da
doenca foram anotados (APENDICE B). A avaliacdo da atividade clinica foi realizada
através do score de Harvey-Bradshaw para a DC (ANEXO B) e do indice de
Truelove ou Mayo para a RCUI (ANEXO C), descritos no anexo. Para avaliar a
atividade laboratorial utilizamos o hemograma completo, velocidade de
hemossedimentacédo (VHS), PCR titulada e a dosagem de calprotectina fecal.
Levamos em consideragao a cicatrizagao da mucosa evidenciada pela colonoscopia

e/ou pela enterotomografia ou enterorressonéancia. Foi considerado:

a) Nao resposta (definido por parametros clinicos, laboratoriais e por
métodos de imagem): pacientes sem resposta a terapia com anti-
TNF-q;



39

b) Perda de resposta (definido por parametros clinicos, laboratoriais e
por métodos de imagem): paciente que respondeu a terapia e
depois houve recidiva de atividade de doenca;

c) Boa resposta ao tratamento (definido por paréametros clinicos,
laboratoriais e por métodos de imagem): paciente que respondeu a
terapia com anti-TNF-a e mantém resposta com a terapia de

manutencao.

6.1.1 Critérios de exclusio

Pacientes que se recusaram a participar do estudo, pacientes HIV positivos e

pacientes que nao estavam usando a terapia bioldgica ha mais de nove semanas.

6.2 Coleta e processamento do sangue

Foram coletadas amostras de sangue periférico (5ml) dos pacientes no dia da
infusdo de infliximabe, imediatamente antes da infusdo da droga (nivel minimo da
droga) ou no dia da aplicagdo do adalimumabe imediatamente antes da aplicacao da
droga.

O sangue colhido foi imediatamente centrifugado e o soro sobrenadante
separado e guardado em freezer a -20°C para posterior realizagdo da dosagem

sérica das drogas e de seus anticorpos pelo método de ELISA.

6.3 Dosagem sérica de Infliximabe, Adalimumabe e de seus respectivos

anticorpos por Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

As avaliagdes dos niveis séricos de infliximabe e dos anticorpos anti-

infliximabe, bem como de adalimumabe e dos anticorpos anti-adalimumabe foram
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realizadas por meio de kits de ELISA comercialmente disponiveis: O Infliximab Lisa-
Tracker Duo (Theradiag, Marne la Vallee, Franga) e o Adalimumab Lisa-Tracker Duo
(Theradiag, Marne la Vallee, Francga), respectivamente. Esses kits permitem a
dosagem simultédnea das drogas imunobiolégicas e de seus anticorpos (Figuras 2 e
3). Ambos os kits apresentam formato sanduiche. Nesse formato, 100 pyL dos
padrdes de concentragao, do controle positivo e das amostras de soro diluidas 1:101
para dosagem de infliximabe e adalimumabe e 1:2 para as analises dos anticorpos
anti-infliximabe e anti-adalimumabe sao adicionados a placa do ensaio e durante
uma hora de incubacéao, a temperatura ambiente (18°C a 25°C), o infliximabe e o
adalimumabe se ligam as moléculas TNF-a presentes no fundo das cavidades da
microplaca, enquanto os anticorpos anti-infliximabe e anti-adalimumabe se ligam ao
infliximabe e adalimumabe aprisionados no fundo da microplaca. Em seguida, foi
realizado um ciclo de lavagem para remogao de ligagdes inespecificas e, ao final
dessa etapa, 100uL anticorpos biotinilados foram adicionados a placa e durante o
periodo de incubacgédo (uma hora, a temperatura ambiente) se ligaram ao complexo
antigeno anticorpo formado na etapa anterior. Posteriormente, foi realizado um novo
ciclo de lavagem, para adicao de 100uL estreptavidina-peroxidase que se ligou ao
anticorpo biotinilado durante o periodo de incubagdo (30 minutos a temperatura
ambiente). Ao término de mais esse periodo de incubacéo, foi realizado o ultimo
ciclo de lavagem e posterior aplicagao de 100uL da solugdo contendo o substrato da
enzima (peréxido de hidrogénio) e o cromdgeno (tetrametilbenzidina, TMB) a placa.
Foi entdo realizada uma incubacao de 15 minutos a temperatura ambiente em que a
peroxidase presente nos padrdes de concentragcado, controle positivo e nas amostras
reagiram com seu substrato e o produto da reagao, por sua vez, combinou-se com
cromogeno promovendo o aparecimento de uma coloragdo azulada cuja intensidade
€ diretamente proporcional a concentragdo da enzima conjugada e,
consequentemente, do infliximabe, adalimumabe e de seus respectivos anticorpos.
Ao final do ensaio a reacdo enzimatica foi inibida com a adicdo 100uL de uma
solucao de acido sulfurico 0,25M. Nesse momento, a coloragao se tornou amarelada
e, foi entdo realizada a mensuracdo da densidade O6ptica de cada uma das 96
cavidades da microplaca através de um Leitor Universal de Microplacas (Bio Tek
modelo ELX 800, Winooski, VT, EUA), utilizando um filtro de 450nm.
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A concentragcdo, em ng/mL, de cada molécula supracitada foi determinada
fazendo a correlacado do valor de densidade Optica das amostras com os valores de
densidade éptica da curva-padrao que sera gerada através do ajuste logistico de 4
parametros com auxilio de um programa de analise de dados KC Junior (Bio Tek,
Winooski, VT, EUA).

Foi adotado nesse trabalho o cut-off =2 3 ug/ml para o nivel sérico de
infliximabe considerado terapéutico de acordo com a maioria da literatura para niveis
séricos de infliximabe relacionados a boa resposta clinica ao tratamento (Steenholdt
2013, Ben Horin 2015, Jiang e Li 2015, Schmitz et al. 2016, Ungar et al. 2016,
Akihiro et al. 2018, Greener et al. 2018, Kang et al. 2018, Papamichael et al. 2018).
Em relagdo aos anticorpos anti-infliximabe consideramos niveis maiores que 0 (zero)
como positivos.

Para o nivel sérico de adalimumabe também foi adotado o cut-off =2 3 ug/ml
considerado terapéutico de acordo com a literatura para niveis séricos de
adalimumabe relacionados a boa resposta clinica ao tratamento. Em relacdo aos
anticorpos anti-adalimumabe consideramos niveis maiores que 0 (zero) como
positivos (Wanget al. 2013, Yarur et al. 2016b, Zittan et al. 2016).

Figura 2 - Esquema da configuragdo do ensaio para analise simultdnea de
infliximabe e dos anticorpos anti-infliximabe
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Fonte: Infliximab and Adalimumabe Lisa-Tracker Duo 2017.



42

Figura 3 - Esquema da configuracdo do ensaio para analise simultdnea de
adalimumabe e dos anticorpos anti-adalimumabe
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Fonte: Infliximab and Adalimumabe Lisa-Tracker Duo 2017.
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7 ANALISE ESTATISTICA

A distribuicdo das caracteristicas individuais foi avaliada por estatistica
descritiva simples. As diferengas entre as distribuicdes das variaveis selecionadas
foram avaliadas pelo teste de qui-quadrado ou pelo teste exato de Fisher para
dados categoricos. A correlagdo entre variaveis numéricas foi avaliada usando o
coeficiente de correlacdo de Spearman. Todos os testes foram bicaudais e a
significAncia estatistica foi estabelecida em valores de P menores que 0,05. As
analises estatisticas foram realizadas usando o software SPSS 20.0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, EUA).
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8 RESULTADOS

8.1 Populagao do estudo e resultados laboratoriais

Foram analisadas amostras de sangue de 95 pacientes portadores de DIl dos
ambulatérios de DIl do HSE e da PPC da UERJ. Entre esses pacientes
selecionados, 85 (89,47%) séo portadores de DC e 10 (10,53%) de RCUI. 63
(66,32%) pacientes estavam em uso de infliximabe e 32 (33,68%) em uso de
adalimumabe.

Entre os pacientes com DC vemos que 56 (65,9%) sdo respondedores, 11
(12,9%) sao néo respondedores primarios e 18 (21,2%) s&o nao respondedores
secundarios. Ja entre os pacientes com RCUI 7 (70%) sédo respondedores e 3
(30,0%) sdo néo respondedores secundarios; ndo houve nesse estudo relato de
pacientes com RCUI nao respondedores primarios.

As caracteristicas demograficas, clinicas e resultados laboratoriais dos

pacientes estdo demonstradas na Tabela 1, a seguir.
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Tabela 1 - Caracteristicas demograficas e clinicas dos pacientes e resultados

laboratoriais

PARAMETROS DC (N=85) RCUI (N=10)
Homem 37 (43.5%) 3 (30.0%)
Branco 64 (75.3%) 7 (70.0%)
Idade (A) ( MédiatSEM) 42.2( £1.8) 36.3 (£3.9)
IMC (MédiatSEM) 24.2 (£t0.4) 25.8 (£1.6)
Duragédo da Doencga (Meses) 148.1 (x12.1) 130.8 (x23.7)
Idade Montreal

A1 2 (2.4%) 0 (0.0%)

A2 36 (42.4%) 8 (80.0%)

A3 47 (55.3%) 2 (20.0%)
Fenétipo Montreal

B1 15(17.6%) -

B2 41(48.2%) -

B3 29(34.1%) -
Localizagao Doencga

E1/L1 22 (25.9%) 1 (10.0%)

E2/L2 16 (18.8%) 2 (20.0%)

E3/L3 39 (45.9%) 7 (70.0%)

L4 8 (9.4%) -
Doenca Perianal 34 (40.0%) -
Tabagismo 6 (7.1%) 0 (0.0%)
MEI 40 (47.1%) 3 (30.0%)
Doenga Clinica Ativa 33 (38.8%) 4 (40.0%)
Albumina 4.3 (x0.07) 4.6 (£0.12)
Hemoglobina 13.14 (£0.25) 13.07 (£0.44)
PCR 2.21 (£0.50) 2.08 (+0.68)
VHS 21.06 (x2.7) 22.5(5.4)

Calprotectina
Cicatrizagdo de Mucosa (Colonoscopia)
Escore Endoscopico (MédiatSEM)
Cirurgias Abdominais Antes do Uso de
Biologicos
Outra Terapia Biolégica Prévia
Eventos Adversos do Uso de Bioldgicos
IMM Concomitante
Corticodependente
Resposta a Terapia Biologica
Respondedor
Nao Respondedor Primario
Nao Respondedor Secundario
Nivel Sérico Minimo
Infliximabe
Adalimumabe
Anticorpos
Anti-Infliximabe
Anti-Adalimumabe

579.13 (+208.9)
48.2% (n=27)
1.77 (£0.25)
44 (51.80%)

13 (15.3%)
10 (11.8%)
43 (50.6%)
54 (64.3%)

56 (65.9%)
11 (12.9%)
18 (21.2%)

2.51 (£0.38)
6.32 (£0.57)

166.03 (£92.8)
| 8.04 (+8.04)

1061.75 (+838.2)
57.1% (n=4)
1.29 (+0.61)

0 (0.0%)

0 (0.0%)
2 (20.0%)
6 (60.0%)
10 (100.0%)

7 (70.0%)
0 (0.0%)
3 (30.0%)

2.70 (£0.91)

463.78 (+311.6)

Legenda: Doenga de Crohn (DC); Retocolite Ulcerativa Idiopatica (RCUI); indice de massa corporal
(IMC); Manifestagdes extra-intestinais (MEI); Proteina C reativa (PCR); Velocidade de
Hemossedimentagao (VHS); standart error of mean (SEM); Imunossupressor (IMM).

Fonte: A autora, 2019.
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8.2 Comparagao dos niveis séricos minimos de infliximabe e adalimumabe e de

anticorpos antidroga

Os resultados com niveis séricos minimos de infliximabe e adalimumabe e

anticorpos antidroga estdo no Apéndice C.

Na Tabela 2 foi feita uma comparacgao entre os niveis séricos de infliximabe e

de anticorpos anti-infliximabe e parametros clinicos, endoscépicos e laboratoriais.

Tabela 2 - Comparagdo entre as concentragdes séricas de infliximabe e anti-
infliximabe com variaveis clinicas,
selecionadas

endoscopicas e

laboratoriais

Testes Infliximabe Anti-Infliximabe

Pacientes =3 ug/ml <3 pg/ml Valor 0,00 >0 Valor P

Variaveis (n=19) (n=44) P (n=52) (n=11)

DC 16 (84.2%) 37 (85.7%) 1.000 44 (84.6%) 9 (81.8%) 1.000

RCUI 3 (15.8%) 7 (14.3%) 8 (15.4%) 2 (18.2%)

Feminino 12 (63.2%) 22 (50.0%) 0.579 28 (53.8%) 8 (72.7%) 0.326

IMC 23 (20-24.22) 24 (21-28) 0.182  23.87 (0.57) 25.61(1.92) 0.241

Tabagismo 0 (0.0%) 2 (4.54) 1.000 2 (3.80) 1(9.10) 0.443

Duragdo da doenca 108 (60-240) 138 (72-240) 0.435 164.8 156.0 0.365

(m) (15.14) (46.30)

Atividade clinica 6 (31.6%) 19 (45.2%) 0.404 21 (40.4%) 4 (36.4%) 1.000

Corticodependente 10 (52.6%) 32 (72.7%) 0.080 36 (69.2%) 7 (63.6%) 0.732

IMM 10 (52.6%) 21 (47.7%) 1.000 30 (57.7%) 2 (18.2%) 0.022

Biolégico prévio 1 (5.3%) 2 (4.54%) 1.000 2 (3.8%) 1(9.1%) 0.443

Efeitos adversos 2 (10.5%) 7 (15.9%) 0.707 4 (7.7%) 6 (54.5%) 0.001

dos biolégicos

Resposta a terapia

Sustentada 14 (73.7%) 27 (61.4%) 0.557 35 (67.3%) 8 (72.7%) 0.791

Falha primaria 0 (0.0%) 2 (4.54%) 2 (3.8%) 0 (0.0%)

Falha secundaria 5 (26.3%) 13 (29.5%) 15 (28.8%) 3 (27.3%)

PCR, mg/L 0.31 (0.08- 0.75) 1.7 (0.25-3.7) 0.028 0.54 (0.13-2.1) 2.4 (1.7-14.5) 0.042

VHS, mm/h 10 (6-24) 16.5 (7-23.23) 0.847 17 (7-24) 10 (5-17) 0.383

Calprotectina, pg/g 140.9 (101.95- 54.3 (40.1- 0.548  140.9 (59.7- 51.2 (51.2) 0.400
426.95) 1061.75) 442.45)

Hemoglobina, g/dL 12.9 (11.97- 13.4 (11.85- 0.572  12.95(12.1- 13.4 (10.9- 0.293
13.85) 14.7) 14.77) 13.9)

Albumina, g/dL 4.55 (4.275-5.00) 4.25 (4.00- 0.139 4.4 (4-5) 4.25(3.6-4.7) 0.147

5.00)
Escore endoscdpico 0 (0-3) 2 (0-3) 0.337 0 (0-3) 0 (0-2.25) 0.395
Escore ERNM 1 (0-1.5) 1(1-2) 0.312 1 (0-2) 1(0.25-1.75) .000

Legenda: Doenga de Crohn (DC); Retocolite Ulcerativa Idiopatica (RCUI); indice de massa corporal

(IMC);

Proteina C

reativa

(PCR);

Imunossupressor (IMM); Enteroressonancia magnética (ERNM).

Fonte: A autora, 2019.

Velocidade de Hemossedimentagao

(VHS);
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Em relacédo a dosagem sérica de infliximabe, vimos que pacientes com niveis
mais altos de PCR apresentaram niveis significativamente mais baixos de infliximabe
sérico (<3 pg/ml) (p=0,028). Por outro lado, foram encontradas concentragées mais
altas de anticorpos anti-IFX em pacientes que ndo estavam em uso concomitante de
imunomoduladores (p=0,022), em pacientes que tiveram maiores efeitos adversos
relacionados a biolégicos (p=0,001) e maiores niveis de PCR (p=0,042).

Na Tabela 3, a seguir, foi feita uma comparagao entre os niveis séricos de
adalimumabe e de anticorpos anti-adalimumabe e parametros clinicos,

endoscopicos e laboratoriais.
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Tabela 3 - Comparagao entre as concentragdes séricas de adalimumabe e anti-
adalimumabe com variaveis clinicas, endoscoépicas e laboratoriais
selecionadas

Testes Adalimumabe Anti-Adalimumabe
Pacientes 23 pg/mi <3 ug/mi Valor 0,00 >0 Valor
Variaveis P P
DC 27 5 30 2
RCUI
Feminino 16 (59.3%) 3 (60.0%) 1.000 19(63.3%) 0(0.0%) 0.157
IMC 26 (22-28) 27 (15.5- 0.960 26 (22-28) 15.5(10-) 0.036

30.5)
Tabagismo 2 (7.4%) 1 (20.0%) 0.410 3 (10.0%) 0(0.0%) 1.000
Duragcao da doenca 84 (48-132) 180 (114- 0.046 96 (48-132) 192 (180- 0.081
(m) 192) )
Atividade clinica 10 (37.0%) 2 (40.0%) 1.000 11(36.7%) 1(50.0%) 1.000
Corticodependente 20 (76.9%) 1 (20.0%) 0.027 20 (69.0%) 1 (50.0%) 1.000
IMM 16 (59.3%) 1 (20.0%) 0.161 16 (53.3%) 1 (50.0%) 1.000
Biolégico prévio 8 (29.6%) 2 (40.0%) 0.637 9(30.0%) 1(50.0%) 0.534
Efeitos adversos 1(3.7%) 1 (20.0%) 0.292 1(3.3%) 1(50.0%) 0.123
de biolégicos
Resposta a terapia
Sustentada 17 (63.0%) 3 (60.0%) 0.651 19 (63.3%) 1(50.0%) 0.735
Falha primaria 7 (25.9%) 2 (40.0%) 8(26.7%) 1 (50.0%)
Falha secundaria 3 (11.1%) 0 (0.0%) 3 (10.0%) 0 (0.0%)
PCR, mg/L 1.13 (0.23- 0.08 (0.08) 0.296 0.74 (0.132- -
3.0) 2.8)
VHS, mm/h 25.5 (10.00- 38 (3-) 1.000 28.0 (10.0- -
41.50) 40)

Calprotectina, pg/g 1850 1028.3 0.400 1800 (297.8- -

1900)
Hemoglobina, g/dL 12.8 (12.2- 13.5(12.9-) 0412 12.9 (12.4- -

13.9) 13.8)

Albumina, g/dL 4.3 (3.95-4.8) 4.1 (3.8-) 0.439 4.25(3.92- -

4.80)
Escore 3(0-4) 0(0) 0.353 3(0-4) -
endoscoépico
Escore ERNM 1 (0.25-1.75) 1 (0.25- -

1.75)

Legenda: Doenga de Crohn (DC); Retocolite Ulcerativa Idiopatica (RCUI); indice de massa corporal
(IMC); Proteina C reativa (PCR); Velocidade de Hemossedimentagdo (VHS);
Imunossupressor (IMM); Enteroressonancia magnética (ERNM).

Fonte: A autora, 2019.

Na Tabela 3, vemos que pacientes com niveis séricos mais baixos de
adalimumabe apresentavam maior duragcdo da doenca desde o diagnédstico (p=
0,046). Pacientes com IMC mais baixo apresentaram niveis mais altos de anticorpos

anti-ADA, apesar do pequeno numero de individuos do estudo (p=0,036).



49

No presente estudo nao houve diferenca estatisticamente significativa entre
os niveis das drogas e de seus anticorpos e as respostas clinicas apresentadas

pelos pacientes.

Tabela 4 - Correlagdes entre niveis séricos minimos das drogas e anticorpos
antidroga com variaveis clinicas, laboratoriais e de imagem

Variaveis Estatistica IFX Anti-IFX ADA Anti-ADA
Duracao da Doenca CcC -0.011 -0.118 -0.112 0.215
P 0.935 0.356 0.543 0.246
N 63 63 32 31
IMC CC -0.292* 0.176 -0.141 -0.308
P 0.02 0.168 0.441 0.092
N 63 63 32 31
Dosagem da medicagéo CC -0.023 0.005 0.263 -1.000**
P 0.859 0.97 0.146 .
N 63 63 32 31
PCR ( mg/L) CcC -0.315* 0.327* -0.066
P 0.033 0.027 0.807 .
N 46 46 16 16
VHS (mm/h) CC -0.041 -0.113 -0.208
P 0.786 0.455 0.458 .
N 46 46 15 15
Calprotectina (ug/g) CcC 0.103 -0.406 0.5
P 0.777 0.244 0.391 :
N 10 10 5 5
Hemoglobina (g/dL) CC 0.031 -0.118 -0.031
P 0.817 0.382 0.895 .
N 57 57 21 21
Albumina (g/dL) CC 0.379* -0.187 0.699**
P 0.004 0.169 0.003 .
N 56 56 16 16
Escore endoscépico CcC 0.052 -0.152 0.079
P 0.728 0.306 0.763 .
N 47 47 17 17
Escore RM CC -0.053 0.022 -0.137
P 0.799 0.914 0.672 .
N 26 26 12 12

Legenda: coeficiente de correlagéo (CC); numero de casos (N); infliximabe (IFX); anti-infliximabe
(anti-IFX); adalimumabe (ADA); anti-adalimumabe (anti-ADA): indice de massa corporal
(IMC); Proteina C reativa (PCR); Velocidade de Hemossedimentacao (VHS); ressonancia
magnética (RM).

Fonte: A autora, 2019.
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A Tabela 4 mostra uma série de correlagdes entre variaveis numéricas pelo
coeficiente de correlagcdo de Spearman. Uma fraca correlagcdo negativa foi
encontrada entre o IMC e o nivel de infliximabe sérico (CC= -0,292; p=0,02).

Os niveis séricos da PCR também estiveram negativamente correlacionados
com IFX (CC=-0,315; p=0,033), mas positivamente correlacionados com a presenca
de anticorpos anti IFX (CC=0,327; p=0,027). Isso significa que pacientes com nivel
sérico adequado de infliximabe (alto), apresentam boa resposta terapéutica, com
diminuicdo de marcadores inflamatérios como PCR.

A dosagem da albumina sérica apresentou correlagdo positiva com os niveis
séricos de infliximabe (CC=0,379; p=0,004) e de adalimumabe (CC=0,699; p=0,003).
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9 DISCUSSAO

Nas ultimas duas décadas, agentes bioldgicos, particularmente as drogas
anti-TNF-a, tornaram-se o pilar do tratamento de pacientes com DIl, enquanto no
Brasil essa mudanga ocorreu progressivamente apenas na ultima década. No
entanto, alguns efeitos colaterais e uma taxa relevante de nao-respondedores
primarios e secundarios foram relatados, e representam uma limitagao importante no
tratamento desses pacientes. Para tentar resolver este problema, propusemos um
estudo piloto para medir os niveis minimos e imunogenicidade do anti-TNF-qa, pela
primeira vez, até onde sabemos, em uma area considerada de baixa prevaléncia
para DIl, na tentativa de investigar sua potencial associacdo com desfechos
especificos da doenga. Além disso, avaliamos se o0s niveis minimos de anti-TNF-a e
anticorpos antidrogas poderiam estar associados a parametros utilizados
rotineiramente no acompanhamento de pacientes.

Resultados de varios estudos anteriores mostraram que os niveis minimos de
anti-TNF-a estdo consistentemente associados a resposta clinica sustentada
(Schmitz et al. 2016) e a cicatrizagdo da mucosa (Ungar et al. 2016, Papamichael et
al. 2018). Os resultados de um estudo recente parecem corroborar essa informacéo,
pois os melhores desfechos clinicos foram associados a niveis elevados de
infliximabe, até mesmo superiores a 10 pg/mL (Ungar et al. 2016).

Ungar et al. (2016) analisaram 78 pacientes em uso de infliximabe e 67
pacientes em uso de adalimumabe comparando o nivel sérico dessas drogas e a
presenca de cicatrizacdo de mucosa nesses pacientes. O nivel sérico foi
significantemente maior em pacientes com cicatrizacdo de mucosa comparado com
pacientes em atividade de doenga (infliximabe 4,3 X 1,7ug/ml, p=0,0002;
adalimumabe 6,2 X 3,1 pg/ml, p=0,01). Além disso, a presenga de anticorpos
antidroga foi também associada a menores taxas de cicatrizagdo de mucosa se
comparado com pacientes com mesmo nivel sérico da droga mas sem anticorpos
(16% X 50%; p=0,003) (Ungar et al. 2016).

Em outro trabalho, os niveis séricos de infliximabe foram significantemente
menores e as dosagens de anticorpos anti-infliximabe foram significantemente
maiores em pacientes com DC com perda de resposta (média de infliximabe 0 pg/ml

e média de anticorpos anti-infliximabe 35U/ml) comparados com pacientes com
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resposta sustentada (média de infliximabe 2,8 ug/ml e média de anticorpos anti-
infliximabe 0 U/ml; p<0,0001). Os valores 6timos de cut-off pela analise foram:
infliximabe<0,5 pyg/ml associado com perda de resposta (sensibilidade de 86% e
especificidade de 85%) e anticorpos anti-infliximabe = 10U/ml (sensibilidade 81% e
especificidade 90%). A dosagem combinada levou a uma sensibilidade de 81% e
especificidade de 94% (Steenholdt et al. 2011). Um padrdo semelhante de
resultados foi visto nos pacientes com RCUI nesse mesmo estudo.

Ja em um estudo de revisdo recente foram analisados varios trabalhos para
compreender o real valor da terapia com biolégicos em pacientes com DIl baseado
na monitorizacdo de drogas e de anticorpos antidroga comparando com a
abordagem empirica no manejo dessas drogas. Tanto em pacientes com doencga
inflamatdria ativa (abordagem reativa) quanto em pacientes com doenga quiescente
(abordagem proativa) o beneficio do monitoramento das drogas e anticorpos se
mostrou incerto, apesar de mostrar uma tendéncia ao beneficio. Obviamente eles
sugerem que a maioria dos estudos € ainda de baixa qualidade com muitos vieses e
com metodologias diferentes, dificultando a comparacéo (Doherty et al. 2018).

Assim como em um estudo anterior de Roblin et al. (2015), identificamos uma
correlagdo entre as concentracdes séricas de infliximabe e PCR, indicando que
pacientes com niveis séricos minimos mais altos, dentro da faixa terapéutica
esperada, tém marcadores inflamatérios baixos concomitantes. No entanto, a
calprotectina fecal, outro marcador n&o invasivo rotineiramente utilizado para avaliar
a atividade da inflamacgao intestinal na DIl, ndo apresentou associagao significativa
com anticorpos anti-TNF-a ou antidrogas neste estudo. E provavel que o nuimero
relativamente pequeno de amostras analisadas para a calprotectina fecal neste
estudo possa ter influenciado os resultados.

Na tentativa de identificar outros biomarcadores laboratoriais potencialmente
Uteis relacionados a resposta a terapia e/ou aos niveis minimos de anticorpos anti-
TNF-a e anticorpos antidrogas, analisamos VHS, hemoglobina e albumina. Enquanto
os resultados envolvendo VHS e hemoglobina ndo mostraram nenhuma associagao
significativa com os niveis minimos de anti-TNF-a ou anticorpos antidroga, os
pacientes que tiveram concentracbes séricas de albumina mais altas também
apresentaram niveis séricos mais altos de infliximabe e adalimumabe. Também em
acordo com nossos achados, um estudo anterior identificou uma relagao entre a

albumina sérica e a farmacocinética do infliximabe. Em particular, os doentes com
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concentragcdes séricas de albumina mais elevadas mantiveram niveis séricos de
infliximabe mais elevados, diminuicdo da depuragdo e meias-vidas mais longas, em
comparagdo com doentes com albumina sérica baixa (Fasanmade et al. 2010,
Kurnool et al. 2018). A albumina é a proteina mais abundante no plasma humano e
tem um papel bem estabelecido no transporte e metabolismo de drogas (Yang et al.
2007). A albumina liga-se com alta afinidade a varios farmacos, enquanto os
farmacos nao ligados a albumina (“livres”) sdo mais propensos a serem excretados,
porque a ligagdo a proteina pode diminuir a taxa de eliminagédo do farmaco (Yang et
al. 2007). Além de seus varios papéis fisioldgicos criticos, o metabolismo da
albumina também pode ser afetado por disturbios crénicos e agudos. De fato, a
menor concentracédo de albumina sérica tem sido geralmente associada a desfechos
desfavoraveis em varias condicdes de saude, e tem sido usada como um marcador
de processos patoldgicos subjacentes, incluindo desnutricdo e inflamacgao (Vincent
et al. 2003). Aqui, reforcamos a importancia da concentragdo de albumina como um
biomarcador adjuvante no acompanhamento de disturbios inflamatérios crénicos,
como a DI, e apresentamos pela primeira vez sua associagdo com o adalimumabe,
além da ja descrita relagdo com os niveis de infliximabe.

Em relagdo ao uso concomitante de imunomoduladores, foi demonstrado
anteriormente que drogas como a azatioprina sdo capazes de reduzir a
imunogenicidade, prevenindo a formagédo de anticorpos antifarmacos durante a
terapia biolégica (Vermeire et al. 2007, Brandse et al. 2017). De fato, dados
anteriores mostraram que a terapia combinada é mais eficaz do que a monoterapia
de azatioprina ou infliximabe na obtencdo de parametros de remissao profunda
(Colombel et al. 2015). Os resultados deste estudo parecem confirmar o efeito
benéfico dessa associagcdo em relacdo ao infliximabe, mas ndo ao adalimumabe.
Embora o numero de pacientes em terapia combinada com adalimumabe seja
menor do que aquele com infliximabe neste estudo, nossos resultados parecem
corroborar os achados obtidos em uma investigacao recente, que demonstrou que a
eficacia clinica de uma combinacdo de adalimumabe e azatioprina nao diferiu a
partir da monoterapia de adalimumabe, a longo prazo (Matsumoto et al. 2016). E
importante ressaltar que, além dos efeitos potenciais sobre a eficacia clinica e o
desenvolvimento de anticorpos antidrogas, no presente estudo, também detectamos
mais efeitos colaterais entre os pacientes que apresentaram anticorpos contra o

infliximabe. Este achado parece reforcar a nogcdo de o efeito benéfico da azatioprina
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concomitante durante a terapia biolégica pode néo ser diretamente sinérgico, mas
pode, na verdade, aumentar indiretamente os niveis séricos de infliximabe e/ou
prevenir a formagao de anticorpos antifarmacos.

Em termos de caracteristicas individuais, € interessante notar que pacientes
com maior IMC apresentaram menores concentragbes de infliximabe sérico, em
concordancia com outros estudos prévios na literatura (Harper et al. 2013, Kurnool et
al. 2018). De fato, estudos farmacocinéticos prévios que analisaram agentes anti-
TNF-a demonstraram que o maior peso corporal esta consistentemente associado
ao aumento da depuragao de farmaco e a niveis séricos minimos (Dotan et al. 2014,
Sharma et al. 2015). Em um estudo no qual a influéncia do IMC em resposta a
terapia biolégica foi avaliada em pacientes com RCUI, os pesquisadores
identificaram um risco maior de cirurgia e hospitalizagdo para cada aumento de
kg/mm2 no IMC. Tal associagao foi observada em tratamentos baseados na dose de
acordo com o peso e também em tratamentos de dose fixa. Além disso, em
contraste com nossos resultados, uma correlacdo negativa significativa foi
observada entre o IMC e os niveis séricos de adalimumabe, mas ndao com o
infliximabe (Kurnool et al. 2018). No entanto, em outro estudo abordando o IMC e
terapia bioldgica, pacientes obesos com DC ou RCUI (IMC> 30) em terapia com
infliximabe tiveram um maior risco de surtos e perda de resposta ao tratamento em
comparagao com pacientes ndo obesos (Harper et al. 2013).

Biologicamente isso pode ser talvez explicado pelo estado proinflamatério que
caracteriza o aumento da adiposidade. Adipécitos de obesos expressam grandes
quantidades de TNF-a comparado com n&o obesos (Harper et al. 2013).

Nossos achados em relacdo ao IMC parecem ter importantes implicagdes
clinicas, especialmente porque a prevaléncia da obesidade esta aumentando
rapidamente nos paises em desenvolvimento (Ng et al. 2014), e as taxas parecem
aumentar paralelamente na DIl (Pringle et al. 2015, Singh et al. 2017). Nesse
sentido, os médicos que cuidam de pacientes com sobrepeso e obesos com DIl
devem estar preparados para considerar o tratamento mais agressivo e 0 uso
concomitante de imunomoduladores, além do acompanhamento rigoroso de
pacientes em terapia bioldgica, e provavelmente visando diretamente a obesidade
sob uma abordagem multidisciplinar.

Reconhecemos algumas limitagdes em nossa analise, principalmente devido

ao desenho do estudo, refletindo a natureza exploratéria da investigagdo. Embora
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este trabalho constitua um estudo piloto, destaca aspectos importantes envolvendo
uma analise comparativa dos niveis minimos de anti-TNF-a e vacina relacionada a
terapia, entre pacientes de uma area de baixa prevaléncia de DIl. Entre os
individuos consecutivamente inscritos neste estudo, a maioria consistiu em
pacientes que tiveram uma resposta primaria sustentada. Curiosamente, aqui
apresentamos maiores taxas de resposta (remissao clinica) (65,9% CD e 70% UC)
do que a maioria dos relatos na literatura (média geral de 40%) (Gisbert e Panes
2009). Uma possivel explicagdo para isso pode se basear no fato de que este
estudo € uma simples analise transversal. Considerando que uma unica amostra por
paciente pode nao ser suficientemente consistente para prever o resultado. Por
exemplo, pacientes com baixos niveis atuais podem n&o ter manifestado perda de
resposta ainda. Por outro lado, pacientes cujas amostras ja revelam a presenga de
anticorpos antifarmacos ainda podem ter uma resposta satisfatéria ao agente
biologico em questdo. Além disso, alguns aspectos técnicos também precisam ser
abordados. Por exemplo, enquanto altos niveis sustentados de anticorpos
antidrogas geralmente levam a perda permanente de resposta, também tem sido
sugerido que os anticorpos antidrogas podem ser transitorios e nem sempre resultar
em imunogenicidade permanente ou progressiva, e pior resultado clinico. Portanto,
tem sido sugerido que os niveis minimos de infliximabe devem ser medidos na
semana 14 e no momento da perda de resposta e, sempre que indetectaveis ou
baixos, os anticorpos anti-infliximabe devem ser determinados e acompanhados
para descartar a formagao sustentada de anticorpos antidrogas (Vande Casteele et
al. 2013). Isso representa uma limitagdo deste estudo piloto, no qual apresentamos
apenas uma analise transversal dos pacientes. Outra questdo controversa emerge
da questdo se a medicdo de anticorpos anti-infliximabe por ELISA é confiavel na
presenca de infliximabe sérico. Nesse contexto, tem sido proposto que amostras
com infliximabe sérico mensuravel provavelmente sejam consideradas inconclusivas
para anticorpos antidrogas (Cornillie et al. 2014). Embora diferentes desenhos de
estudos possam dificultar a interpretagdo e a comparagdo dos dados, também é
provavel que caracteristicas especificas de nossa coorte possam ter influenciado os
resultados.

Aqui, especulamos que as especificidades desta populagao de estudo podem
envolver caracteristicas demograficas, incluindo antecedentes genéticos e

modificagdes epigenéticas, mas também possivelmente pela grande quantidade de
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pacientes “naives”, com um uso relativamente mais recente de agentes bioldgicos
em geral. Também ¢é interessante notar que, durante a ultima década, enquanto o
uso de agentes anti-TNF-a se tornou progressivamente mais comum no Brasil,
basicamente devido a disponibilidade no sistema publico de saude, que abrange
aproximadamente toda a populagao, isso nao foi acompanhado pela disponibilidade
dos respectivos testes laboratoriais de monitoramento. Portanto, investigacdes
adicionais que analisem aspectos epidemioldgicos locais da DlII, e a resposta clinica,
incluindo estudos de acompanhamento para abordar a remissdo a longo prazo, a
ocorréncia de falhas e eventos adversos, serdo extremamente importantes. Além
disso, em termos de custos gerais de saude, sera crucial também investigar o custo-
beneficio de promover o monitoramento dos niveis minimos e da imunogenicidade
através do sistema nacional de saude. Nesse sentido, ndo apenas custos diretos,
mas também indiretos, incluindo, por exemplo, necessidade de cirurgia, medicagao
adicional, internagcdo hospitalar, incapacidade temporaria e permanente por DII,
seriam de suma importancia para o planejamento de novas estratégias de saude

publica no pais.
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a) A dosagem isolada dos niveis séricos de infliximabe e de

adalimumabe e de seus anticorpos em pacientes portadores de DII
nao permitiu observar correlagdo com a resposta clinica
sustentada, perda de resposta e ndo resposta ao uso da droga no
momento da coleta;

Os niveis séricos de infliximabe e de adalimumabe e de seus
anticorpos em pacientes portadores de DIl estdo relacionados
com parametros clinicos como IMC, albumina, uso de
imunossupressor e efeitos colaterais;

Os resultados desse estudo contribuem para o manejo de
pacientes com DIl em tratamento com drogas anti TNF-q;

Este estudo reforcou a importancia da avaliagdo e melhor
investigacédo da real necessidade da dosagem do nivel sérico das
drogas biologicas anti TNF-a e dos seus anticorpos no manejo

clinico dos pacientes com DII.
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APENDICE A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Titulo de projeto: “Estudo do nivel sérico de Infliximabe e de Adalimumabe e
de seus anticorpos no manejo do tratamento de pacientes com doencgas
inflamatoérias intestinais”

Pesquisadora: Dra. Ana Braunstein Grinman CRM 5269789-3

Orientadora: Profa. Dra. Eliete Bouskela

Vocé estara participando de um trabalho com o objetivo de avaliar os niveis
no sangue de um medicamento (infliximabe ou adalimumabe) que vocé faz uso para
o tratamento da Doenca de Crohn ou Retocolite Ulcerativa. Esse trabalho avaliara
também a presenga ou ndo de anticorpos contra essas drogas.

Sabemos que os pacientes que fazem uso desses medicamentos apresentam
variacdes quanto a quantidade da substancia no sangue e a formacgao de anticorpos
contra esses medicamentos e isso pode interferir na resposta ao tratamento. E
indicado assim na literatura mundial avaliar a dosagem no sangue dos pacientes
dessas drogas e a presenga ou ndo dos anticorpos para ajudar na otimizagdo do
tratamento desses pacientes.

Para participar desse projeto seu médico colhera apenas alguns tubos de
sangue para que sejam feitas essas avaliagdes e poder ajudar no manejo do seu
tratamento.

Vocé tera o direito de esclarecer e obter resposta sobre quaisquer duvidas a
respeito dos exames necessarios, os beneficios e outros assuntos relacionados a
pesquisa e ao seu tratamento. Os resultados dos exames serdo compartilhados com
vocé e com seu médico. Fica ainda garantido o carater confidencial das informagdes
a respeito da sua doenca.

Deixamos claro que a participacdo dos pacientes nesta pesquisa € voluntaria
e as informacgdes coletadas aqui, bem como os resultados dos exames serao
mantidos sob estrito sigilo e serdo utilizados somente pela equipe interna que faz

parte desta pesquisa.
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TERMO DE CONSENTIMENTO

Eu declaro ter pleno conhecimento do que se segue:

- dos objetivos da pesquisa;

- dos procedimentos necessarios para sua realizagao;

- dos desconfortos ou risos esperados;

- dos beneficios que possam ser obtidos;

- que receberei respostas ou esclarecimentos a qualquer duvida acerca dos
procedimentos, riscos, beneficios e outros assuntos relacionados coma a pesquisa e
com meu tratamento individual;

- que nao serei identificado e que se mantera o carater confidencial das informacgdes
relacionadas com a minha privacidade.

Data:

Assinatura do paciente ou responsavel

Dra. Ana Braunstein Grinman
CRM 5269789-3



APENDICE B - Ficha de Acompanhamento dos Pacientes

Ficha de acompanhamento dos pacientes
Nome:
Prontuario:
Endereco:
Telefone:
Data de nascimento:
Sexo:
Etnia:
Peso:
Altura:
IMC:
Diagnéstico:
Fendtipo predominante:
Extensao da doenga:
Doenca perianal:
Duracéo da doenca:
indice de atividade (Harvey-Bradshaw):
Albumina sérica:
Hemograma completo:
PCRt
VHS
Dosagem da calprotectina fecal:
Cirurgia prévia:
Manifestagbes extraintestinais:
Efeitos colaterais bioldgicos?
Tabagista:
PPD (data):
Isoniazida (data inicio e fim)
Rx de térax (data):
Tratamento anti-TNF prévio:

Medicagao imunossupressora concomitante:



Dependente de corticéide?:

Hidrocortisona pré-infusao:

Data primeira dose de infliximabe/adalimumabe:
Intervalo médio entre as doses:

Dose de infliximabe ou adalimumabe:

Respondedor?:

Perda de resposta: Apos quanto tempo de uso:

Clinica no momento da coleta:
Ultima colonoscopia:

Ultima entero TC ou enteroRN:
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APENDICE C - Planilha com Dados e Resultados dos pacientes

Quadro — Dados e Resultados dos pacientes (continua)

Idade Montreal Montreal s oo ‘. Anti- . Anti-
. . Ry B biolégico |Infliximab|. .. . Adalimumabe .
Nuamero Diagnéstico | Montreal L/UC infliximab adalimumabe
(somente atual ug/ml (ug/ml)
A CD) 1,2,0u3 (ng/ml) (ng/ml)
1 DC 3 1 infliximabe 6,73 0,00
2 DC 3 3 infliximabe 1,20 0,00
3 DC 2 3 infliximabe 3,38 0,00
4 RCUI 2 3 infliximabe 2,41 0,00
5 DC 2 1 3 infliximabe 4,86 0,00
6 DC 1 2 4 infliximabe 0,00 44,51
7 DC 3 2 1 infliximabe 8,61 0,00
8 DC 3 3 2 infliximabe 0,00 0,00
9 DC 2 2 1 adalimumabe 7,76 0,00
10 DC 3 3 3 infliximabe 2,80 0,00
11 DC 2 3 4 infliximabe 0,68 71,44
12 DC 3 2 1 adalimumabe 4,37 0,00
13 DC 2 1 2 infliximabe 2,23 0,00
14 RCUI 2 3 infliximabe 4,36 0,00
15 DC 3 1 2 adalimumabe 11,52 0,00
16 DC 3 3 infliximabe 12,90 0,00
17 DC 3 4 infliximabe 0,34 0,00
18 RCUI 2 1 infliximabe 8,49 0,00
19 RCUI 3 3 infliximabe 0,60 0,00
20 DC 3 3 3 infliximabe 4,50 0,00




Quadro — Dados e Resultados dos pacientes (continuagao)

Idade Montreal Montreal L .. Anti- . Anti-

. . e B biolégico |Infliximab|. . . Adalimumabe .
Ndmero Diagnostico | Montreal L/UC infliximab adalimumabe
(somente atual ug/ml (ug/ml)
A CD) 1,2,0u3 (ng/ml) (ng/ml)

21 DC 2 3 2 infliximabe 2,71 0,00
22 RCUI 2 3 infliximabe 0,00 2058,85
23 RCUI 2 2 infliximabe 2,86 0,00
24 DC 2 1 3 infliximabe 2,06 0,00
25 DC 3 2 3 infliximabe 3,09 0,00
26 DC 2 3 2 infliximabe 1,68 0,00
27 DC 3 3 3 infliximabe 0,00 0,00
28 DC 2 2 4 infliximabe 2,36 0,00
29 DC 3 2 3 infliximabe 3,90 0,00
30 DC 3 2 2 infliximabe 1,10 0,00
31 DC 1 1 3 adalimumabe 0,97 249,26
32 DC 2 2 1 infliximabe 2,80 0,00
33 DC 3 2 4 infliximabe 0,99 0,00
34 DC 3 1 3 infliximabe 0,87 0,00
35 DC 3 3 1 adalimumabe 6,88 0,00
36 DC 2 3 3 adalimumabe 8,82 0,00
37 DC 2 1 2 infliximabe 2,1 0,00
38 DC 3 2 1 infliximabe 1,16 0,00
39 DC 2 2 3 infliximabe 8,47 0,00
40 DC 2 2 3 infliximabe 1,95 0,00
41 DC 3 1 2 infliximabe 4,61 0,00
42 DC 3 2 1 infliximabe 2,66 0,00
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Quadro — Dados e Resultados dos pacientes (continuagao)

Idade Montreal Montreal L .. Anti- . Anti-
. . o B biolégico |Infliximab|. . . Adalimumabe .
Ndmero Diagnostico | Montreal L/UC infliximab adalimumabe
(somente atual ug/ml (ug/ml)
A CD) 1,2,0u3 (ng/ml) (ng/ml)

44 DC 3 3 2 infliximabe 0,00 13,81

45 DC 3 2 1 infliximabe 0,00 2014,30

46 RCUI 2 3 infliximabe 0,00 2579,00

47 DC 2 2 3 infliximabe 1,50 0,00

48 DC 3 2 2 infliximabe 0,00 2401,56

49 DC 2 3 3 infliximabe 4,89 0,00

50 DC 3 3 2 infliximabe 0,00 0,00

51 DC 3 2 3 adalimumabe 6,12 0,00
52 DC 2 3 3 infliximabe 0,00 117,81

53 DC 3 2 3 infliximabe 1,07 0,00

54 DC 2 2 1 infliximabe 0,00 132,46

55 DC 2 2 3 adalimumabe 3,17 0,00
56 DC 3 3 2 adalimumabe 4,62 0,00
57 DC 2 2 4 adalimumabe 8,06 0,00
58 DC 3 2 3 infliximabe 6,99 0,00

59 DC 3 2 3 infliximabe 2,40 0,00

60 RCUI 3 3 infliximabe 0,51 0,00

61 DC 2 2 3 infliximabe 0,00 3916,58

62 DC 2 1 adalimumabe 9,26 0,00
63 RCUI 2 2 infliximabe 6,40 0,00

64 DC 2 3 2 infliximabe 0,00 0,00

65 DC 2 2 infliximabe 3,94 0,00

66 DC 3 1 2 infliximabe 2,28 0,00
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Quadro — Dados e Resultados dos pacientes (continuagao)

Idade Montreal Montreal L. . Anti- . Anti-

. . e B biolégico |Infliximab|. . . Adalimumabe .
Ndmero Diagnostico | Montreal L/UC infliximab adalimumabe
(somente atual ug/ml (ug/ml)
A CD) 1,2,0u3 (ng/ml) (ng/ml)

67 DC 3 3 3 infliximabe 6,62 0,00
68 DC 2 2 3 adalimumabe 11,08 0,00
69 DC 3 1 3 adalimumabe 2,78 0,00
70 DC 3 2 3 adalimumabe 1,84 0,00
71 DC 3 3 3 adalimumabe 0,00 0,00
72 DC 3 2 1 adalimumabe 8,31 0,00
73 DC 3 3 1 infliximabe 0,67 0,00
74 DC 3 1 3 adalimumabe 3,67 0,00
75 DC 2 2 1 infliximabe 0,00 0,00
76 DC 3 2 3 infliximabe 0,00 87,47
77 DC 3 3 3 infliximabe 0,58 0,00
78 DC 2 2 3 infliximabe 0,00 0,00
79 DC 3 2 3 infliximabe 3,66 0,00
80 DC 2 3 3 infliximabe 7,99 0,00
81 DC 3 2 4 adalimumabe 0,00 >320
82 DC 3 1 1 adalimumabe 6,74 0,00
83 DC 3 1 1 adalimumabe 4,36 0,00
84 DC 3 3 3 adalimumabe 6,15 0,00
85 DC 2 3 1 adalimumabe 6,22 0,00
86 DC 2 2 1 adalimumabe 12,55 0,00
87 DC 2 2 3 adalimumabe 6,67 0,00
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Quadro — Dados e Resultados dos pacientes (conclusao)

Idade Montreal Montreal L .. Anti- . Anti-
. . e B biolégico |Infliximab|. . . Adalimumabe .
Ndmero Diagnostico | Montreal L/UC infliximab adalimumabe
(somente atual ug/ml (ug/ml)
A CD) 1,2,0u3 (ng/ml) (ng/ml)
88 DC 3 3 1 adalimumabe 7,61 0,00
89 DC 2 2 2 adalimumabe 9,16 0,00
90 DC 2 2 1 adalimumabe 5,22 0,00
91 DC 3 2 4 adalimumabe 11,03 0,00
92 DC 2 2 3 adalimumabe 9,42 0,00
93 DC 2 1 1 adalimumabe 4,67 0,00
94 DC 3 3 1 adalimumabe 7,88 0,00
95 DC 2 3 3 adalimumabe 5,45 0,00

Fonte: A autora, 2019.
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ANEXO A — Parecer do Comité de Etica e Pesquisa

ra e P
g 2 |2 HOSPITAL UNIVERSITARIO o ptoboporme
§ una 7 PEDRO ERNESTO/ SR8rasi
UNIVERSIDADE DO ESTADO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Estudo do nivel sérico de Infliximabe e de Adalimumabe e de
seus anticorpos no manejo do tratamento de pacientes com doencas inflamatodrias
intestinais

Pesquisador: Ana Braunstein Grinman

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 30711014.6.0000.5259

Instituicao Proponente:Hospital Universitario Pedro Ernesto/UERJ
Patrocinador Principal: FUN CARLOS CHAGAS F. DE AMPARO A PESQUISA DO
ESTADO DO RIO DE JANEIRO - FAPERJ

DADOS DO PARECER
Nuamero do Parecer: 721.260

Data da Relatoria: 09/07/2014
Apresentacao do Projeto:
Continuagao do Parecer: 677.691

Objetivo da Pesquisa:

Continuagao do Parecer: 677.691

Avaliagcao dos Riscos e Beneficios:

Continuagao do Parecer: 677.691

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Continuagao do Parecer: 677.691

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:
Continuagao do Parecer: 677.691

Recomendacgoes:

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:

Foram atendidas as solicitagdes do Parecer Consubstanciado anterior. Projeto
aprovado.

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao
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PEDRO ERNESTO/ asil

& by <, {
P HI ="  HOSPITAL UNIVERSITARIO Platoforma
UNIVERSIDADE DO ESTADO

Continuacdo do Parecer: 721.260

Consideragoes Finais a critério do CEP:
1. Comunicar toda e qualquer alteragao do projeto e termo de consentimento livre e

esclarecido. Nestas circunstancias a inclusdo de pacientes deve ser
temporariamente interrompida até a resposta do Comité, apds analise das
mudangas propostas. 2. Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa
devem ser mantidos em local seguro por 5 anos para possivel auditoria dos 6rgaos
competentes. 3. O Comité de Etica solicita a V. S2., que ao término da pesquisa

encaminhe a esta comissdo um sumario dos resultados do projeto.

RIO DE JANEIRO, 17 de Julho de 2014

Assinado por:
MARIO FRITSCH TOROS NEVES
(Coordenador)



ANEXO B - indice de Harvey Bradshaw- Doenca de Crohn

Variavel Descricao Escore
1 Bem-estar geral 0 = muito bem
1 = levemente
comprometido
2 =ruim
3 = muito ruim
4 = péssimo
2 Dor abdominal 0 = nenhuma
1 =leve
2 = moderada
3 = acentuada
3 Numero de evacuagdes | 1 por cada evacuagao
liquidas por dia
4 Massa abdominal 0 = ausente
1 = duvidosa
2 = definida
3= definida e dolorosa
5 Complicagoes 1 por item:
* Artralgia
* Uveite

* Eritema nodoso

« Ulceras aftosas

* Pioderma gangrenoso
* Fissura anal

» Nova fistula

» Abscesso

Total: soma dos escores das variaveis de1 a5

Remissao: < 4 pontos

Doencga grave: 2 8 pontos
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ANEXO C - Classificagao de Truelove & Witts para RCUI

77

Leve Moderada Severa
N° evacuagdes <4 5 26
Sangramento vivo + + ++
Temperatura C° Normal Valores > 37,5°C & noite ou

intermediarios 2 37,8°C 2 - 4 dias

Pulso Normal Intermediario > 90 bpm
Hemoglobina >10 Intermediario <10,5
(g/dL)
VHS (mm) <30 Intermediario > 30

Fonte: Truelove, 1955.



