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INTRODUCAO:

A doenga de Crohn (DC) é uma doenca inflamatoria cronica que atinge trato gastrointestinal, capaz de
acometer qualquer por¢do do tubo digestivo. A regido mais comumente afetada € o ileo terminal e ceco (1). A
doenca é categorizada como uma doenga inflamatoria intestinal (DII). A etiologia da condi¢do ainda ndo é
desconhecida, estando associada a determinados diversos fatores de riscos, como fatores genéticos, fatores
ambientais e fatores ligados a microbiota intestinal (2).

A apresentacdo mais comum da doenca é de uma inflamacdo transmural, usualmente segmentar e
assimétrica, que se manifesta de forma recidivante. O quadro mais comum da DC tem como sintomas dor no
guadrante inferior direito, diarreia cronica, sangramento retal e perda de peso, sempre a depender da gravidade da
inflamacéo. A condicéo se apresenta por periodos de recidivas intercalados por periodos de remissao (2).

O objetivo das abordagens terapéuticas na DC é de controle da inflamacdo, impedindo o avanco da
condigdo, o qual pode levar a complicagdes mais graves como danos intestinais permanentes, além de assegurar que
a remissdo atingida se perdure (4). A melhora das lesdes endoscopicas tem sido um alvo das terapias, ja que esta
associada a menores indices de recaidas e necessidade de acessos cirdrgicos (2). O uso de agentes bioldgicos tem
se apresentado como uma terapia bastante utilizada em casos leves ou graves da doenga, conseguindo atingir uma
melhora do quadro (2,3).

O Infliximabe (IFX) é um desses agentes bioldgicos, sendo um anticorpo quimérico monoclonal com alta
afinidade a TNF-o, citocina pro inflamatoria que possui papel importante na patogénese da DC (4,5). E utilizado
tanto na fase aguda da DC, para inducdo da remissdo, quanto para manutenc¢do da fase da remissao.

Apesar de alta eficacia, cerca de 30% dos pacientes submetidos a terapia com IFX ndo possuem resposta ao
tratamento e grande parcela dos pacientes que possuem efeito inicial, perdem a resposta ao uso da droga,
necessitando o aumento de dose ou alteragdo do medicamento (4). A perda de resposta ao tratamento esté associada
ao desenvolvimento de anticorpos anti-IFX — processo chamado de imunogenicidade — que fazem com que a droga
seja metabolizada com mais rapidez e tenha seu nivel sérico diminuido.

Com o crescimento dos estudos 6micos no entendimento de processo no funcionamento e desenvolvimento
de diversas doencas, pensa-se nessa forma de investigacdo como um recurso de se obter dados a serem utilizados
no processo de decisdo em diversos tratamentos e terapias, podendo ser uma ferramenta na evolucdo da medicina
de precisdo (6). Esses estudos permitem analisar o perfil bioldgico e bioquimico de amostras orgéanicas,
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evidenciando vias metabdlicas e moléculas sob determinadas situa¢des, levando em consideracdo o metabolismo
dos individuos (7).

Na DII, os estudos metabolémicos permitem analisar padrdes metabolitos e perfis bioquimicos dos
pacientes, evidenciar novos biomarcadores da doenca, entender previamente possiveis mecanismos que levam a
falhas e identificar individuos com maior probabilidade de falhas em determinadas terapias (8-10).

JUSTIFICATIVA E OBJETIVO

Aterapia com o IFX é de grande valia no tratamento de individuos com DC, seja através do estimulo de remisséo
ou manutengdo dessa, trazendo melhora da condicdo de vida de diversos pacientes acometidos pela condicéo.
Apesar disso, diversos pacientes sofrem com a perda de responsividade a terapia, o que pode influenciar de forma
incisiva no curso da doenca nesses individuos.

Dessa forma, estudo metabolémico de amostras colhidas de pacientes com e sem perda de responsividade a
terapia biologica anti-TNF-o. mostra-se como uma varidvel de anélise de grande valia para entendimento do
processo associado ao desenvolvimento da imunogenicidade. Assim, com esse estudo, espera-se a elucidacao sobre
possiveis moléculas e vias metabdlicas envolvidas nesse processo de perda de responsividade ao IFX.

METODOLOGIA

Local do estudo e Populacdo da Amostra

Pesquisa realizada no Ambulatério de DIl do Gastrocentro da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP), sendo uma coorte de 75 pacientes com doenga de Crohn tratados com IFX, adultos (18 a 60 anos),
ambos o0s sexos, em acompanhamento no ambulatério. Foram incluidos no estudo os pacientes em tratamento com
IFX, na fase de manutencéo, com regularidade nas consultas e seguindo permanentemente no esquema de aplicacéo
de IFX, e com confirmacdo de diagnostico clinico e endoscépico de DC. Foram excluidos os pacientes que ndo
estavam em acompanhamento ambulatorial, bem como aqueles que estavam ausentes no esquema terapéutico de
aplicagdo do IFX no ambulatério ou que ndo possuiam exames que permitiam determinar a atividade da doenca.

Coleta de dados e consideragdes éticas

A coleta de dados foi realizada antes da aplicagcdo do IFX endovenoso. As caracteristicas demograficas,
clinicas, laboratoriais e o tratamento realizado, bem como a dosagem de IFX foram registrados através de
questionario estruturado. A amostra de sangue foi coletada antes da aplicacdo do IFX e em seguida foi realizado a
centrifugacdo da amostra, obtendo-se a amostra de soro que foi devidamente congelado a -80°C.

Foi realizada a separacdo dos pacientes em dois grupos — Doenca de Crohn em Atividade (DCA) e Doenga
de Crohn em Remissdo (DCR), a partir de dados obtidos por ileocolonoscopia e/ou enterorresonancia magnética. A
mensuracdo do nivel sérico de IFX foi realizada por testes de Elisa (Promonitor) e Ensaio de Fluxo Lateral
(Buhlmann), enquanto a dosagem de Anticorpo anti-IFX foi realizada por Elisa. As medic¢Ges do nivel de IFX e a
presenca de anticorpos foram realizados seguindo estritamente as instru¢fes dos fabricantes.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa sob o nimero do CAAE: 53097116.2.0000.5404.
Anélise estatistica

Foi realizada a analise descritiva com graus de posicdo e dispersdo para variaveis continuas e tabelas de
frequéncia para varidveis categoricas. Utilizou-se teste Qui-quadrado ou o teste exato de Fischer, quando
imprescindivel, para verificar a associagdo ou comparacdo de propor¢des. Para comparar medidas continuas ou
ordendveis entre grupos foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis. O nivel de significancia adotado foi de 5%.

Analise metaboldmica

Para a analise da metabolémica, foi utilizada a técnica de espectrometria de massas por cromatografia
liquida. Na preparacdo, a amostra sérica coletada foi homogeneizada e ionizada por solvente, sendo submetida a
infusdo direta no espectofotdmetro de massas de alta resolu¢do. Moléculas de baixo peso molecular alteradas foram
observadas e determinadas, sendo posteriormente associadas aos processos metabolicos envolvidos na doenca.
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RESULTADOS

As 75 amostras foram coletas e, em seguida separado o soro e submetido aos ensaios com o kit Elisa —
Promonitor e o Ensaio de Fluxo Lateral-Bulhmann, de acordo com as especifica¢fes de cada. Igualmente, essas
amostras foram submetidas a dosagem de anticorpos com uso do kit de Elisa — Promonitor, seguindo suas
especificacoes.

Em nossa casuistica, tivemos 35 pacientes incluidos no grupo DCA e 40 no grupo DCR. Do grupo DCA, a
mediana de idade foi de 36 anos (19-59), sendo a mediana da duragéo da doenga de 8 anos. A mediana dos indices
IADC (indice de atividade da doenca de Crohn) e CDEIS (indice endoscépico de gravidade da doenca de Crohn)
foi de 226,4 (51,6-574,3) e 9,4 (0-30), respectivamente. No grupo DCR, a mediana da idade do grupo foi de 36 anos
(19-63), com duracdo média de 8 ano e 6 meses. Os indices e IADC e DCEIS foram 155,2 (53,7-497,5) e 0 (0-4,75),
respectivamente. Desses pacientes, no grupo DCA 25 pacientes haviam sido submetidos a intervencgao cirdrgica,
enguanto no grupo DCR, 28 desses individuos passaram por intervengfes. Ainda, no grupo em atividade, 27 dos
individuos faziam uso concomitante de imunossupressao, em contrapartida a 23 dos 40 individuos com a doenca
em remiss&o.

Quando avaliado os niveis séricos de IFX nesses pacientes, encontramos para a metodologia de Elisa —
Promonitor, 19 pacientes no grupo DCA apresentando niveis de droga supra terapéuticos ([IFX]>3-7ug/mL),
enguanto para os integrantes do grupo DCR, 14apresentaram o mesmo nivel. Em niveis terapéuticos ([IFX]=3-
7ug/mL) havia 3 pacientes do grupo DCA e 6 pacientes do grupo DCR. 13 pacientes do grupo DCA encontravam-
se em niveis infra terapéuticos ([IFX]<3-7ug/mL) nesse teste, em contrapartida aos 20 pacientes do grupo DCR.

Quando mensurados com o teste Bulhmann, havia 14 pacientes com niveis supra terapéuticos no grupo DCA e
10 no grupo DCR. Para niveis definidos como terapéuticos, havia 7 pacientes no grupo DCA e 12 no grupo DCR.
Por fim, dos niveis abaixo da dosagem estabelecida como terapéutica, 14 pacientes estavam no grupo atividade e
18 em remisséo.

Uma pequena aliquota de cada soro foi retirada e extraida com uso de solventes organicos polares, passando
por um processo de homogeneizacao e centrifugacdo. Em seguida, essa amostra sofreu uma etapa de ionizacao,
passando, apés, por uma infusdo direta no espectrometro de massas de alta resolu¢do ESI-LTQ-XL Orbitrap
Discovery (Thermo Scientific, Bremen, Alemanha). Essa metodologia nos traz como resultado a observacgdo de
compostos de baixo peso molecular, em forma de variaveis (m/z) tendo passado por uma analise estatistica
multivariada. Para cada sinal de m/z notado dentro das amostras, temos uma faixa de diversas moléculas, que podem
estar presentes em nossos pacientes e correlacionadas a resposta do paciente, sendo potenciais biomarcadores para
resposta a serem investigados.

Dessa forma, obtivemos 18 raz6es m/z relevantes nos pacientes ndo respondedores e 22 sinais para 0s pacientes
ndo respondedores. Esses valores massa/carga foram consultados na plataforma pablica METLIN (Scripps Center
for Metabolomics, La Jolla, CA) e foram, assim, encontradas 942 moléculas possiveis de estarem presentes na
amostra e com possibilidade de estarem correlacionadas aos grupos estudados.

Em seguida, a partir dos dados obtidos, foi realizado um processo de triagem manualmente, a fim de selecionar
as moléculas de interesse. Foi consultado molécula a molécula nas bases de dados seguintes: HMDB v.4.0 (Human
Metabolome database—www.hmdb.ca), Lipid MAPS (Universidade da Califérnia, San Diego, CA—
www.lipidmaps.org) e em dados da literatura.

Nessa etapa, foram excluidas moléculas que sdo isdmeros entre si (molécula da mesma familia com mesma
exata razdo massa/carga, porém com férmula quimica diferente), moléculas ndo existentes em humanos ou que ndo
de origem animal (flavonoides, acidos graxos de origem vegetal e peptideos de pequena massa). Foram incluidos
proteinas, glicosideos, acidos graxos e demais metabolitos presentes em humanos ou com potencial relagdo com a
doenca de Crohn — correlagdo com microbiota intestinal, presente em células intestinais ou algum dado da literatura
gue poderia corroborar para um potencial marcador. Por fim, na etapa final desse processo, foram triadas 269
moléculas com potencial para serem utilizados com biomarcadores.

Das 269 moléculas triadas, 59 dessas foram encontradas no grupo dos pacientes respondedores ao tratamento
(remissdo) e 210 nos pacientes ndo respondedores (atividade). Incluidos nessa triagem, foram encontrados diversos
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oligossacarideos, acidos graxos, fosfolipidios presentes em células da mucosa e moléculas j& conhecidas como
marcadores ja conhecidos de outras condi¢es ou mediadores inflamatorios. No grupo dos respondedores, foram
encontrados intermediarios das vias metabdlicas de sintese da Vit. B12, marcadores tumorais, peptideos
moduladores da mobilidade intestinais, intermediarios e metabdlitos de vias de formagdo e degradacdo de &cidos
graxos, intermediarios da formacdo de fosfolipideos e esfingolipideos, e moléculas presentes no metabolismo de
bactérias Gram-negativas.

Inseridas nas 210 moléculas presentes nas amostras dos pacientes ndo respondedores, foram encontradas da
mesma forma que no grupo dos respondedores diversos intermediérios da sintese da vitamina B12, esfingolipidios,
glicerolipideos, fosfolipidios, oligo e polissacarideos, metabolitos presentes em bactérias Gram-negativas presentes
na microbiota intestinal. Ademais, foram encontradas prostamidas, intermediarios de via da vitamina D2 e B5 e
moléculas anti-inflamatorias (especificamente anti-TNF a).

CONCLUSOES:

E possivel ver com os dados que o uso da metaboldmica permite a associacio de diversas alteragdes de vias
metabdlicas com a doenga de Crohn, e o entendimento desses dados e presenga de metabdlitos pode-se mostrar Util
tanto como ferramenta diagndstica da condicdo, quanto pra manejo da terapia a ser implementada no tratamento da
condigéo.
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