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Esperamos, com esse trabalho, apresentar uma nova perspectiva de
investigacdo entre tratamento e doenca ao explorarmos marcadores biolégicos
(microRNAs) como preditores de resposta terapéutica, tendo como objetivos a
prescricdo de uma terapia assertiva, a remissao da doenca em tempo otimizado e a

garantia da qualidade de vida do paciente.

Registration of the Expected Impact on the Society of Dissertations and Theses

This work brings a new perspective to treatment versus disease investigation
through the search of biomarkers such microRNAs as predictors of therapeutic
response, aiming an assertive prescription, optimization of remission of the disease

and maintenance of patient’s quality of life.
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MicroRNAs como preditores de resposta clinica e endoscOpica em pacientes
com doenca de Crohn tratados com adalimumabe.

RESUMO

A Doenca de Crohn (DC) é uma Doenca Inflamatéria Intestinal (DII) caracterizada por
processo inflamatério cronico, diagnosticada por aspectos clinicos, endoscépicos e
histologicos. Anos de pesquisas focados na compreensao da doenca resultaram na
identificac@o das vias inflamatorias e citocinas envolvidas na patogenia da DIl. Foram
entdo desenvolvidas terapias biol6gicas que blogueiam moléculas responséaveis pelo
processo inflamatorio, destacando-se o adalimumabe, medicamento que inibe a
citocina TNF-a. Todavia, muitos pacientes ndo respondem ao tratamento da maneira
esperada, e ainda apresentam efeitos colaterais. A possibilidade de prever quais
pacientes responderiam ao tratamento anti-TNF pela investigacdo genética foi
levantada e determinou-se como objetivo deste trabalho a identificagcdo de microRNAs
(miRNAS) preditores de resposta ao tratamento com adalimumabe nos pacientes com
DC. Metodologia: Analise da expressdo génica de 92 miRNAs por RT-gPCR
utilizando o sistema Biomark HD (Fluidigm®, EUA), em amostras de bidpsia intestinal
armazenadas em parafina, provenientes de 18 pacientes de DC tratados com
adalimumabe, que responderam (n=9) e ndo responderam (n=9) ao tratamento.
Ambos os grupos foram identificados a partir do critério endoscopico e a resposta ao
tratamento foi definida como SES-CD 0-2. Resultados: Identificamos nove miRNAs
como possiveis preditores de resposta (miR-27b-3p, miR-106a-5p, miR-124-3p, miR-
135a-2-3p, miR-140-3p, miR-146a-3p, MiR-149-3p, MiR-758-5p e mIiR-1287-5p).
Outros 14 miRNAs tiveram suas expressdes moduladas para mais expressos ou
menos expressos apds o tratamento em ambos os grupos (respondedor e nao
respondedor), sendo assim considerados biomarcadores de efeito. Conclusao:
Prever a resposta ao tratamento € uma forma de evitar a falha terapéutica e reduzir
custos e riscos de toxicidade. MiRNAs sdo biomarcadores promissores nesse novo
contexto. Estudos mais aprofundados devem ser realizados para confirmar a

aplicabilidade dessa técnica.

Palavras-chave: Doenca Inflamatoria Intestinal. Doenca de Crohn. Terapia Bioldgica.
MicroRNA.



MicroRNAs as predictors of clinical and endoscopic response in patients with
Crohn's disease treated with adalimumab.

ABSTRACT

Crohn's Disease (CD) is an Inflammatory Bowel Disease (IBD) characterized by an
intense inflammatory process. Diagnosis depends on clinical, endoscopic, and
histological aspects. Years of research focused on understanding the disease resulted
in identifying the inflammatory pathways and cytokines involved in the pathogenesis of
IBD. From these discoveries, biological therapies were developed, focused on blocking
molecules responsible for the inflammatory process. Adalimumab is a drug that inhibits
the cytokine TNF-a and controls the inflammatory response. However, many patients
who receive this treatment do not respond as expected, and even present side effects.
The possibility of predicting which patients would respond to anti-TNF therapy by
genetic investigation was raised, and we defined the aim of this work as the
identification of microRNAs (miRNAs) as predictors of response. Methods: Analysis
of gene expression of 92 miRNAs by RT-gPCR using the Biomark HD system
(Fluidigm®, USA), extracted from paraffin-embedded intestinal biopsy samples from
18 CD patients treated with adalimumab, who responded (n=9) and did not respond
(n=9) to treatment. Both groups were identified based on endoscopic criteria.
Response to treatment was defined as SES-CD 0-2. Results: Nine miRNAs were
identified as possible predictors of response (miR-27b-3p, MiR-106a-5p, miR 124-3p,
miR-135a-2-3p, miR-140-3p, miR-146a-3p, miR-149-3p, miR-758-5p, and miR-1287-
5p). Another 14 miRNAs had their expressions modulated to higher or lower
expression after treatment in both responder and non-responder groups, thus being
considered biomarkers of effect. Conclusion: Predicting response to treatment is a
way to avoid therapeutic failure and reduce costs and risks of toxicity. MiRNAs are
promising biomarkers in this new context. However, further studies should be carried

out to confirm the applicability of this technique.

Keywords: Inflammatory Bowel Disease. Crohn’s Disease. Biological Therapy.
MicroRNA.
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1 INTRODUCAO

A Doenca Inflamatéria Intestinal (DII) compreende dois principais tipos: Doenca
de Crohn (DC) e Retocolite Ulcerativa (RCU), caracterizadas por processo inflamatorio
cronico, tratdvel, porém sem cura, que afeta diferentes por¢cbes do trato
gastrointestinal (1). A DIl é uma condi¢cdo multifatorial, resultado da predisposicéao
genética do individuo, somada a alteragdo de sua microbiota, além da influéncia de
fatores ambientais como alimentacdo, uso de cigarro e de medicamentos (como

antibidticos e anticoncepcionais), e fatores emocionais (2).

O Brasil esta entre os paises classificados com prevaléncia intermediaria a alta
nos casos de DIl, sendo que mais de 200.000 individuos foram diagnosticados com
um dos tipos da doenca até 2020; desde entdo, o numero de diagndsticos tem
aumentado e sobrecarregado o sistema de saude (3). Estima-se que, ao redor do
mundo, cerca de cinco milhdes de pessoas tenham sido diagnosticadas com algum
tipo de DIl e que, aproximadamente, 50 mil foram a ébito em decorréncia da doenca
em 2019 (4).

Os principais sintomas que acometem o paciente de DIl incluem dor abdominal,
diarreia, fezes com presenca de sangue e muco e perda de peso (5). Complicacdes
como estenose, abscessos e fistulas sdo caracteristicas da forma grave da doenca,
gue ainda pode levar as manifestacfes extra intestinais, as quais envolvem o
aparecimento de manifestacdes inflamatorias em outros sistemas fora do
gastrointestinal, como artrite, pioderma gangrenoso, eritema nodoso, psoriase,

colangite esclerosante, uveite e irite (6).

Na DIl ocorre desregulacdo nas imunidades inata e adaptativa, sendo que, na
primeira, ha alteracéo na integridade da barreira epitelial aliada a infiltracdo de células
de defesa como neutrofilos, células dendriticas e macrofagos enquanto que, na
segunda, ha a ativacdo de células T e B, e producéo intensificada de citocinas pro-

inflamatorias (7).

A RCU e a DC se assemelham no curso clinico, porém se diferenciam na
extensdo do processo inflamatério. A inflamacdo da RCU atinge a mucosa e
submucosa do reto e do colon e é classificada como distal (até o célon sigmoide),

colite esquerda (até o colon descendente) ou pancolite (atingindo as demais porgées
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como o transverso e o ascendente), sendo que o intestino delgado e as demais
porcdes do trato gastrointestinal permanecem preservadas (8). Com relacdo a DC,
foco deste trabalho, o perfil inflamatério e os demais aspectos que envolvem essa
condicao serdo abordados com maiores detalhes no tépico seguinte.

1.1 DOENCA DE CROHN

O processo inflamatério na DC atinge as camadas mucosa, submucosa,
muscular e serosa do intestino, sendo, portanto, de caracteristica transmural (9). O
ileo é comumente a regido mais afetada, porém pontos de inflamacéo caracteristicos
da doenca podem atingir desde a boca até o anus (10). Para que seja feito o
diagnostico da DC, é necessaria a avaliacdo de aspectos clinicos, endoscoépicos,

histoldgicos e laboratoriais.

Além dos sintomas comuns para uma DIl (diarreia e dor abdominal), a clinica
do paciente com DC pode incluir presenca de massa palpavel na regido da fossa iliaca
direita (11) e atividade perianal com a ocorréncia de fissuras e Ulceras na regido do
anus, do esfincter e parede do reto indicando progresséao local da doenca, e estenose
anal, resultado de processos de cicatrizacao de lesdes (12). Cerca de 20% a 30% dos
pacientes de DC apresentam doenca perianal e, consequentemente, sdo expostos
por mais tempo e a maiores quantidades de medicamentos imunossupressores em

comparacao aos pacientes sem atividade perianal (13).

De acordo com a Organizacdo Europeia de Crohn e Colite (do inglés, ECCO),
a ileocolonoscopia é a principal ferramenta para o diagndstico, bem como para a
compreensao da extensdo e gravidade da doenca (14). Através desse exame, sao
visualizados padrbes inflamatorios caracteristicos e diferenciais da DC como as
lesdes aftoides intermitentes com tecido preservado ao redor, Ulceras longitudinais,
além de fistulas e estenoses (15). Além do exame de imagem, o ECCO ainda
recomenda que a entero-tomografia, a entero-ressonancia ou o ultrassom sejam
também realizados para auxiliar na identificagédo da atividade da doenca, diagnosticar

complicagdes, detectar fistulas e monitorar a resposta ao tratamento (16).
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