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RESUMO

Brunelli JB. Cinética da concentracao sérica de adalimumabe e de anticorpos anti-
adalimumabe no seguimento longitudinal de pacientes com artrite idiopatica juvenil
[tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo, 2023.

Objetivo: Avaliar a produgao longitudinal de anticorpo anti-adalimumabe (anti-ADL) e
sua associagdo com a concentracao sérica de adalimumabe (ADL), além de avaliar
os fatores de risco presentes no tempo basal para o desenvolvimento desse anticorpo
em pacientes com artrite idiopatica juvenil (AlJ) iniciando terapia com ADL e a
associagao entre a presenga do anticorpo antidroga e a ocorréncia de reagdes
adversas. Métodos: Estudo observacional, longitudinal, de desenho prospectivo. Foi
incluida uma amostra de conveniéncia de 30 pacientes consecutivos com AlJ tratados
no Centro de Dispensagao de Medicacao de Alto Custo do HC-FMUSP no periodo de
junho/2010 a outubro/2016. Para a analise laboratorial, foram utilizadas amostras de
soros estocadas, obtidas no tempo basal (BL) e de forma seriada durante o tratamento
com ADL. Para determinagdo dos niveis séricos de ADL e de anticorpos anti-ADL
(ELISA e bridging ELISA) foram utilizadas as amostras do BL, 2 meses (2M), 3 meses
(83M), 6 meses (6M), 12 meses (12M) e 24 meses (24M) de terapia com ADL. Os
parametros clinicos e laboratoriais e drogas concomitantes utilizadas pelos pacientes
foram obtidos pela revisdo dos dados registrados em prontuario eletrénico nas visitas
pré-determinadas realizadas nos dias das coletas das amostras de soro. Os pacientes
foram posteriormente classificados de acordo com a positividade de anticorpo anti-
ADL aos 3 meses para analise de fatores preditivos basais para a producédo de
anticorpo anti-ADL. Resultados: O anticorpo anti-ADL nao foi detectado em nenhum
dos pacientes no BL, sendo inicialmente identificado ap6s 2M de ADL em 2/30(7%)
pacientes, com aumento significativo aos 3M [10/29(34%), p=0,013], mantendo-se
estavel aos 6M [11/30(37%)] e 12M [9/26 (35%)]. Foi observada uma correlagao
negativa entre a concentragao sérica de ADL e a presencga de anticorpo anti-ADL aos
3M (r=-0,781, p=0,0001). A analise dos preditores basais para a produgdo de
anticorpo anti-ADL revelou risco significativamente maior em pacientes do sexo
feminino (OR 21; 1IC95% 1,08-406,57; p=0,044), VHS>30mm/12hora (OR 5,44; IC95%
1,04-28,53; p=0,045) e uso concomitante de leflunomida (OR 9,33; IC95% 1,51-57,66;
p=0,016). Por outro lado, uso concomitante de metotrexato foi observado como fator
de protecédo (OR 0,08; 1C95% 0,01-0,53; p=0,009). Apés 12M de ADL, 60% dos
pacientes com anticorpo anti-ADL positivo necessitaram de troca da medicacao por
falha terapéutica, comparado a 15% dos pacientes com anti-ADL negativo (p=0,03).
Nenhum dos pacientes incluidos necessitou de troca do ADL relacionada a ocorréncia
de reacdo adversa. Conclusado: Este estudo fornece novas evidéncias sobre a
cinética da produgao de anticorpo anti-ADL, demonstrando um aumento significante
apos 3M de terapia, mantendo-se estavel até 24M. Sexo feminino, VHS elevado e uso
concomitante de leflunomida foram identificados como fatores de risco relevantes no
BL para o desenvolvimento de anticorpo anti-ADL. Por outro lado, uso concomitante
de metotrexato foi identificado como fator protetor. Assim, a implementacao de
investigacao sistematica do anticorpo anti-ADL aos 3M poderia guiar a troca precoce
do biolégico e garantir melhor controle de atividade de doenca em pacientes com AlJ
em terapia com ADL.



Palavras-chave: Artrite idiopatica juvenil. Fator de Necrose Tumoral alfa.
Adalimumabe. Anticorpo. Tratamento farmacolégico. Prevengao & controle.



ABSTRACT

Brunelli JB. Kinetics of adalimumab serum concentration and anti-adalimumab
antibody in the longitudinal follow-up of patients with juvenile idiopathic arthritis [thesis].
Sao Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sdo Paulo”, 2023.

Objective: To assess the longitudinal production of anti-ADA antibody (AAA) and
adalimumab (ADA) serum concentration, in addition to the analysis of baseline risk
factors for this antibody development in juvenile idiopathic arthritis (JIA) patients
initiating ADA and to evaluate the correlation of AAA positivity and the occurrence of
adverse reactions. Method: This concerns a longitudinal observational study with a
prospective design. From June 2010 to October 2016, a convenience sample of 30
consecutive JIA patients under ADA therapy were prospectively followed in the biologic
therapy center of Rheumatology Division of a tertiary university hospital. For laboratory
analysis, stored serum samples obtained at baseline and serially during treatment with
ADL were used. ADA and AAA determinations (ELISA and bridging ELISA) were
assessed from patients’ sera obtained at baseline (BL), 2 months (2M), 3 months (3M),
6 months (6M), 12 months (12M) and 24 months (24M). JIA clinical and laboratorial
data as well as concomitant treatment were assessed by longitudinal review of data
registered in electronic medical records in the pre-determined visits on the days of
serum samples collection. Patients were subsequently classified according to the
positivity of AAA at 3M for the analysis of baseline predictive factors for the
development of AAA. Results: AAA was absent at BL, first detected at 2M after ADA
initiation in 2/30(7%) patients with a significant increase at 3M [10/29(34%), p=0.013]
and no major change in 6M [11/30(37%)] and 12M [9/26 (35%)]. Of note, at 3M AAA
levels correlated negatively with ADA levels (r=-0.781, p=0.0001). Analysis of BL
predictors revealed a significantly higher risk of developing AAA in patients with female
gender (OR 21; 95%CI 1.08-406.57; p=0.044), ESR>30mm/1sthour (OR 5.44; 95%CI
1.04-28.53; p=0.045) and leflunomide use (OR 9.33; 95%Cl 1.51-57.66; p=0.016). In
contrast, concomitant use of methotrexate was protective for AAA appearance (OR
0.08; 95%CI 0.01-0.53; p=0.009). After 12M of ADA, 60% of AAA-positive patients
required drug switch for drug failure compared to 15% in AAA-negative group (p=0.03).
None of patients included required ADA discontinuation due to the occurrence of
adverse reactions. Conclusions: This study provides novel evidence of AAA
production kinetics demonstrating a timely significant increase starting at 3M and
stable throughout 24M. We also identified female gender, increased ESR and
leflunomide use at BL as relevant risk factors for AAA production, whereas
methotrexate was protective. Early systematic monitoring of AAA at 3M may therefore,
guide drug switching in these patients.

Keywords: Juvenile idiopathic arthritis. Tumor Necrosis Factor-alpha. Adalimumab.
Antibody. Drug therapy. Prevention & control.
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1. INTRODUGAO

1.1. Artrite idiopatica juvenil

O termo artrite idiopatica juvenil (AlJ) ndo corresponde a uma Unica doenga, mas
compreende todas as formas de artrite crénica com inicio antes dos 16 anos de idade,

apos exclusdo de causas conhecidas de inflamacgao articular (PETTY et al., 2004).

A International League of Associations for Rheumatology (ILAR) propds critérios
classificatorios para AlJ com o objetivo de estabelecer grupos mais homogéneos entre
as diferentes apresentacdes da doenga, a fim de promover melhor definicado de
opgoes terapéuticas, seguimento e progndstico. O sistema de classificacdo se baseia
na expressao clinica da doenga nos primeiros 6 meses, sendo definido pelo niumero
de articulagcoes acometidas, presenga ou auséncia de manifestagdes extra-articulares
e presenca ou auséncia de marcadores — fator reumatoide (FR) e HLA-B27. A
classificagcao inclui 7 categorias, com 6 subtipos mutuamente excludentes: artrite
sistémica; oligoartrite; poliartrite com FR positivo; poliartrite com FR negativo; artrite
relacionada a entesite; e artrite psoriasica juvenil. A sétima categoria corresponde a
artrite indiferenciada (PETTY et al.,, 2004). A classificacdo de ILAR é atualmente
utilizada como ferramenta na pratica clinica e como referéncia na pesquisa

internacional.

Todos os subtipos de AlJ estdo relacionados com potencial prejuizo da
qualidade de vida e risco de dano articular permanente. A doencga pode persistir
durante a vida adulta, levando a morbidade e comprometendo a qualidade de vida
desses pacientes (RINGOLD et al., 2009; GUTIERREZ-SUAREZ et al., 2007; SEID et
al., 2009).

Além do comprometimento articular, criangas com AlJ apresentam maior risco
de uveite. A uveite anterior ou iridociclite é diagnosticada antes do inicio de artrite em
menos de 10% dos pacientes com AlJ. Na maioria dos casos, a uveite ocorre
simultaneamente ao diagnoéstico da artrite ou em até 5 a 7 anos (RAVELLI et al., 2007).

Cerca de 12 a 38% dos pacientes com AlJ desenvolvem uveite até 7 anos apds o
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inicio de artrite (RAMANAN et al., 2017). O curso da uveite se caracteriza por
episédios recorrentes de atividade ou atividade crénica, sem associacdo com
atividade articular da doenga (RAVELLI et al., 2007). A uveite crénica nao controlada
pode levar a sequelas oculares como sinéquias, catarata, glaucoma e perda de visao
(THORNE et al., 2007; ANGELES-HAN et al., 2019).

1.2. Fisiopatogénese e fator de necrose tumoral alfa

A etiologia da AlJ ainda é desconhecida, sendo provavelmente multifatorial e

diferindo entre as varias subclasses da doenca.

Apesar dos diferentes mecanismos fisiopatolégicos envolvidos entre os subtipos
de AlJ, a maioria deles inclui perda de auto-tolerancia imunoldgica e ativacédo de
linfocitos B autorreativos e de linfécitos T CD4+ (MAHMUD et al., 2019) .

Considerando-se a ativacao de linfocitos B autorreativos, a produgao de diversos
autoanticorpos ja foi associada a patogénese da AlJ, incluindo fator antinuclear (FAN),
FR, anticorpo anti-peptideo citrulinado ciclico, entre outros. Porém, ao contrario do
observado na artrite reumatoide, o papel de autoanticorpos especificos é relevante
em apenas alguns subtipos de AlJ, como na AlJ poliarticular com FR positivo
(MAHMUD et al., 2019).

Por outro lado, a ativagao de linfécitos T CD4+ e macrofagos, e consequente
producgao de citocinas pro-inflamatoérias, esta associada a patogénese da sinovite em
todos os subtipos de AlJ. Entre as citocinas pro-inflamatérias produzidas esta incluido

o fator de necrose tumoral (TNF)-alfa.

As evidéncias do envolvimento do TNF-alfa na patogénese da sinovite desses
pacientes inclui a descrigdo de concentragdo de TNF elevada no soro (MANGEE et
al., 1995) e no liquido sinovial (MANGEE et al., 1995; EBERHARD et al., 1994), e
deteccao de TNF no tecido sinovial (GROM et al., 1996) de pacientes com AlJ. Além

disso, também foi observada concentragéo sérica elevada do receptor de TNF (TNRF)
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soluvel em pacientes com AlJ, com correlagdo positiva com atividade de doenca
(MANGEE et al., 1995).

Modelos experimentais de uveite autoimune também tém demonstrado um
envolvimento importante do TNF-alfa na patogénese da uveite (DICK et al., 2004;
RAMANAN et al., 2017). Assim como no desenvolvimento da sinovite, a ativagcéo
sistémica de linfécitos T CD4+ e macréfagos, e subsequente producado de TNF-alfa,
promove uma resposta imune continuada resultando em dano tecidual. Na uveite,

ocorre ainda a liberacdo de TNF-alfa por células da retina (DICK et al., 2004).

1.3. Tratamento e terapia anti-TNF

Em cerca de um terco dos pacientes com AlJ, a atividade articular da doenca &
controlada com drogas anti-inflamatérias ndo esteroidais (AINEs), fisioterapia e
terapia ocupacional adequadas (LOVELL et al., 2000). No restante dos pacientes, a
introducdo de terapia mais agressiva, com uso de drogas antirreumaticas
modificadoras de doenga (DMARDSs) sintéticas e/ou bioldgicas, € necessaria para
controle de doenga e prevencado de dano articular e/ou ocular. Entre os DMARDs
sintéticos tradicionais, o metotrexato corresponde a primeira linha de tratamento,
considerando-se sua comprovada eficacia no tratamento de artrite periférica (STOLL
et al., 2014; RINGOLD et al., 2019). A leflunomida parece possuir um perfil de eficacia
e seguranca comparavel ao metotrexato, e corresponde a uma boa alternativa em
pacientes com intolerancia ou toxicidade ao metotrexato (SILVERMAN et al., 2005;
AYAZ et al., 2019). Outros DMARDs sintéticos também utilizados na AlJ incluem a
sulfassalazina (RINGOLD et al.,, 2019) e a ciclosporina, geralmente indicada no
tratamento de uveite refrataria a outros DMARDs (ANGELES-HAN et al., 2019).

Apesar da variedade de DMARDs sintéticos disponiveis para o tratamento da
AlJ, muitos pacientes evoluem com doenga ativa crénica. O desenvolvimento de
DMARDs biolégicos forneceu novas opgdes terapéuticas para o tratamento de
pacientes resistentes aos DMARDs tradicionais (RAVELLI et al., 2007).
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Com a identificacao do potencial patogénico do TNF-alfa no desenvolvimento
de artrite crbnica, essa citocina inflamatoéria se tornou um alvo molecular para a
producdo de medicagdes bioldgicas. A terapia anti-TNF revolucionou, entdo, o
tratamento e o prognéstico de pacientes com esta doenca (DOELEMAN et al., 2019;
LOVELL et al., 2008; SKRABL-BAUMGARTNER et al., 2015; LOVELL et al., 2000).

O adalimumabe (ADL), integra a classe dos anti-TNFs. O ADL corresponde a um
anticorpo monoclonal completamente humanizado especifico para o TNF-alfa. Este
biolégico é produzido por tecnologia de DNA recombinante, sendo idéntico em
estrutura e fungao a IgG humana. Seus efeitos terapéuticos sdo mediados pela ligagao
ao TNF-alfa presente no soro e nos tecidos, bloqueando sua interacdo com as por¢cdes
55 e 75 de seus receptores de superficie celular (TNRFp55 e TNFRp75) (LOVELL et
al., 2008; IMAGAWA et al., 2012).

A terapia com ADL apresenta uma comprovada relagdo de risco-beneficio
favoravel em pacientes com AlJ (LOVELL et al., 2008; IMAGAWA et al.,, 2012;
BURGOS-VARGAS et al., 2015), além de eficacia e boa tolerabilidade a longo-prazo
(LOVELL et al., 2020).

As recentes recomendagdes de tratamento da AlJ do American College of
Rheumatology (ACR) de 2021 (ONEL et al., 2022) orientam a introdugdo de DMARD
bioldgico, incluindo a classe anti-TNF-alfa, em pacientes com oligoartrite com resposta
incompleta ou intolerancia apds utilizagdo de glicocorticoide intra-articular associado
ou nao a AINEs e posterior falha terapéutica a DMARD nao biologico,
preferencialmente metotrexato. Ja em pacientes com AlJ de curso poliarticular, de
acordo com as recomendagdes do ACRde 2019 (RINGOLD et al., 2019), a terapia
anti-TNF esta indicada naqueles mantendo atividade de doenga moderada/alta apos
inicio de DMARD sintético, em geral metotrexato. Considerando-se pacientes com
sacroiliite ou entesite ativa, a indicagao de um inibidor de TNF-alfa € mais precoce, ja
sendo recomendada em pacientes com manutencapo de atividade de doenca apds
introducao de AINEs (RINGOLD et al., 2019).

1.4. Imunogenicidade ao adalimumabe
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Apesar de sua estrutura completamente humanizada, a imunogenicidade ao
ADL ja foi descrita (DOELEMAN et al., 2019; MANEIRO et al., 2013; THOMAS et al.,
2015; EMI AIKAWA et al., 2010), estando possivelmente relacionada ao
desenvolvimento de anticorpos anti-idiotipicos n&o direcionados as particulas
humanas da droga. A produgéo do anticorpo anti-adalimumabe (anti-ADL) pode levar
a reducao dos niveis séricos da droga e a falha terapéutica, através do aumento do
clearance da droga e pela competicao aos sitios de ligagao da droga (EMI AIKAWA
et al., 2010).

A presenca de anticorpos anti-ADL ja foi observada em pacientes com AlJ
(LOVELL et al., 2008; SKRABL-BAUMGARTNER et al., 2015; MARINO et al., 2018;
IMAGAWA et al., 2012; BURGOS-VARGAS et al., 2015; LEINONEN et al., 2017).
Existem, no entanto, dados escassos e conflitantes a respeito da imunogenicidade ao
ADL no curso clinico da AlJ. Dois estudos sugerem que a produgao de anti-ADL esta
relacionada a falha terapéutica e reativacdo da doencga. Skrabl-Baumgartner et al.
(2015) avaliaram de forma prospectiva as concentragées séricas de ADL e de
anticorpo anti-ADL em 23 pacientes consecutivos com AlJ com boa resposta inicial a
terapia com ADL. Do total de 23 pacientes incluidos, 6 (26%) desenvolveram anticorpo
anti-ADL, dos quais 5 evoluiram com falha terapéutica secundaria, comparado a
apenas 1 de 17 pacientes com anticorpo anti-ADL negativo. As limitacbes deste
estudo incluem a exclusdo de pacientes com falha terapeutica primaria e intervalos
irregulares de avaliagao clinica e coleta de soro para quantificacdo das concentragdes
de ADL e anticorpo anti-ADL. Marino et al. (2018) conduziram um estudo
observacional prospectivo incluindo 27 pacientes com AlJ. Dez (37%) do total de
pacientes apresentaram anti-ADL positivo em pelo menos uma amostra avaliada, dos
quais 7 (70%) evoluiram com pelo menos um episédio de reativagdo da doenga. Em
comparagao, apenas 2 (12%) dos 17 pacientes com anti-ADL negativo evoluiram com
reativacdo da doenca. E importante ressaltar que os pacientes s6 foram incluidos apés
3 meses de terapia com ADL, ndo havendo dados disponiveis entre o inicio da
exposig¢ao ao ADL e a entrada no estudo. Além disso, a coleta de soro para avaliagao
de anticorpo anti-ADL ocorreu a intervalos irregulares, com média de 6 + 3,5 meses
de intervalo entre as amostras, e 8/27 pacientes incluidos tiveram apenas uma
amostra coletada. Em ambos estudos (SKRABL-BAUMGARTNER et al., 2015;

MARINO et al., 2018) nao foi possivel determinar o momento em que teve inicio a
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producédo de anticorpo anti-ADL ou a cinética da produgdo do anticorpo anti-ADL e

sua correlacdo com as concentragdes séricas de ADL ao longo do tempo.

Outros estudos ndao observaram nenhuma associagao entre a presenca de
anticorpos anti-ADL e reativacao da AlJ (LOVELL et al., 2008; IMAGAWA et al., 2012;
BURGOS-VARGAS et al., 2015).
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2. JUSTIFICATIVA

Os estudos sobre a imunogenicidade ao ADL em pacientes com AlJ publicados
até o presente momento fornecem dados escassos e conflitantes sobre a relevancia

clinica da presenca de anticorpos anti-ADL nesta populacéo.

Além disso, ndo existem trabalhos avaliando a cinética da producédo de
anticorpos anti-ADL através de um desenho prospectivo de longo prazo padronizado
com inicio na introducédo de ADL. Ademais, a avaliagdo de preditores para a producgéo

de anticorpos anti-ADL entre pacientes com AlJ também nao foi avaliada.

A identificagao de preditores de resposta a terapia com ADL visa garantir um
adequado controle de atividade de doenca em pacientes com AlJ, a fim de prevenir
danos articulares e oculares permanentes, diminuindo a morbidade e promovendo

melhor qualidade de vida para essa populacao.
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3. OBJETIVOS

Objetivo primario:

- Avaliar a produgao longitudinal de anticorpo anti-ADL e sua possivel associagao

com a concentragéo seérica de ADL em pacientes com AlJ tratados com ADL.

Objetivos secundarios:

- Avaliar possiveis fatores clinicos e laboratoriais e medicagdes concomitantes

presentes no momento basal preditores do desenvolvimento de anticorpos anti-ADL.

- Avaliar a associacao entre o anticorpo anti-ADL e a ocorréncia de reacdes

adversas ao ADL.
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4. PACIENTES E METODOS

4.1. Desenho do estudo

Trata-se de um estudo observacional, longitudinal, de desenho prospectivo.
Foram incluidos 30 pacientes consecutivos com diagndstico de AlJ de acordo com os
critérios da ILAR (PETTY et al., 2004) que iniciaram terapia com ADL apds falha de
DMARDs sintéticas ou bioldgicas. Todos os pacientes foram tratados com ADL no
Centro de Dispensacao de Medicagéao de Alto Custo (CEDMAC) do HC-FMUSP no

periodo de junho/2010 a outubro/2016 com soros seriados estocados a -80°C.

Para determinacdo das concentragdes séricas de ADL e dos anticorpos anti-
ADL, foram utilizadas as amostras de soros estocadas em biorrepositério do momento
basal (imediatamente pré-introducédo de ADL), 2 meses, 3 meses, 6 meses, 12 meses
e 24 meses. Essas amostras foram obtidas imediatamente antes da aplicagdo da

medicacgao.

4.2. Critérios de inclusao

- Critérios da International League Against Rheumatism - ILAR (PETTY et al.,
2004).

- Uso de terapia com ADL no CEDMAC a partir de 2010.

- Idade de inicio de terapia com ADL menor ou igual a 26 anos incompletos.
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4.3. Critérios de exclusao

- Pacientes que nao possuiam soro estocado a -80° coletados no tempo basal e

a cada 6-8 semanas ap0s inicio da terapia com ADL.

- Pacientes com tempo de terapia com ADL inferior a 3 meses.

4.4. Termo de consentimento livre e esclarecido

Um termo de consentimento livre e esclarecido foi obtido de todos os pacientes

e/ou seus guardides legais, no caso de pacientes com até 18 anos incompletos.

4.5. Aprovacgio pelo Comité de Etica

Este estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica para Analise de Pesquisa do
HCFMUSP (Certificado de Apresentacdo para Apreciacdo Etica: CAAE
39705014.6.0000.0068).

4.6. Avaliagao clinico-laboratorial

Os parametros clinicos e laboratoriais foram obtidos através de revisao dos
dados longitudinalmente registrados em prontuario eletrénico nas visitas pré-
determinadas realizadas nos dias das coletas das amostras de soro (basal, 2 meses,
3 meses, 6 meses, 12 meses e 24 meses). Parametros clinicos incluiram: nimero de

articulagdes ativas e limitadas, avaliagéo global de atividade de doenga pelo paciente
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ou responsavel e pelo médico, medida em cm em uma escala visual analdgica (EVA)
horizontal de 10 cm e a versédo brasileira validada do Childhood Health Assessment
Questionnaire (CHAQ) (MACHADO et al., 2001) para pacientes com até 18 anos, e o
Health Assessment Questionnaire (HAQ) (FERRAZ et al., 1990) para pacientes com
mais de 18 anos. Atividade de doenca foi avaliada através do escore Juvenile Arthritis
Disease Activity Score (JADAS-71) (variacdo: 0-101 pontos) para pacientes até 18
anos (CONSOLARO et al., 2009) e pelo Disease Activity Score 28-Joint Counts
(DAS28) para pacientes com mais de 18 anos (VAN RIEL, 2014). A avaliagéo
laboratorial incluiu: velocidade de hemossedimentagdo (VHS) (método de
Westergren) e proteina C reativa (PCR) (nefelometria), no momento basal e em visitas
subsequentes; FAN por imunofluorescéncia indireta em células HEp-2; FR por ensaio
de imunoabsorgao enzimatica (ELISA); concentracao sérica de imunoglobulinas (1gG,

IgA e IgM) por ensaio imunoturbidimétrico no momento base.

Como critério de resposta clinica estabelecido na literatura foi avaliada a
resposta American College of Rheumatology Pediatric 30 (ACR Pedi 30) (GIANNINI
et al., 1997). A resposta ACR PEDi 30 é definida como melhora de pelo menos 30%
desde o momento basal em pelo menos 3 entre 6 varidveis (numero de articulagdes
ativas, numero de articulagées limitadas, CHAQ, EVA do paciente/responsavel, EVA
do médico e VHS), sem que haja piora = 30% em mais do que uma dessas variaveis.
A falha terapéutica foi definida para cada subtipo de AlJ de acordo com as
recomendacodes de tratamento do ACR de 2011 (BEUKELMAN et al., 2011).

O uso de medicagbes concomitantes também foi avaliado, incluindo AINEs,

prednisona e DMARDs (metotrexato, leflunomida, sulfassalazina e ciclosporina).

Os pacientes que necessitaram de troca para outro medicamento biologico foram
avaliados quanto ao motivo de troca: falha primaria, secundaria e eventos adversos.
Foi realizada uma analise dos fatores clinicos e laboratoriais e drogas concomitantes

associados a concentragao sérica do ADL e a presenga de anticorpo anti-ADL.

4.7. Quantificagao da concentragdo sérica de anticorpo anti-ADL
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A monitorizacdo da imunogenicidade de ADL foi feita pela quantificacdo de
anticorpos especificos no soro de pacientes na introdugdo do bioldgico e apos 2
meses, 3 meses, 6 meses, 12 meses e 24 meses. A técnica utilizada foi ELISA de
ponte (bridging ELISA), seguindo o protocolo estabelecido pelo fabricante dos kits
(Promonitor®-anti-ADL ELISA, Proteomika SLU, Espanha) que se baseia na bivaléncia
das subclasses IgG1, IgG2 e IgG3 de interligar moléculas do agente biologico
imobilizado na placa. Os kits sdo fornecidos com placas de microtitulagcao previamente

sensibilizadas e com todos os reagentes prontos para uso.

Promonitor®-anti-ADL: as placas de microtitulagdo que acompanham o kit sdo
pré-sensibilizadas com ADL. A incubacdo das amostras de soro permite que
anticorpos anti-ADL presentes no soro se liguem ao ADL imobilizado a placa e sua
deteccdo é feita pela adigdo de ADL conjugado com peroxidase. A atividade
enzimatica residual é estimada pelo desenvolvimento de cor apés a adicao do
substrato cromogénico. A intensidade de cor desenvolvida na reagdao € medida em
espectrofotdmetro e a densidade 6tica (DO) registrada. O titulo de anticorpos anti-ADL
€ calculado pela interpolagcdo da DO de cada amostra na curva de calibragédo
construida utilizando os valores de DO de varias diluicdes de soro referéncia contendo
anticorpos anti-ADL que acompanha o kit. Os resultados sao expressos em unidades

arbitrarias/mililitro (UA/mL).

Concentracdes séricas de anticorpo anti-ADL superiores a 10UA/mL foram

classificadas como positivas.

4.8. Quantificagcao da concentragao sérica de ADL

A quantificagdo de ADL na forma livre em amostras de soro dos pacientes foi
feita pela técnica de ELISA tipo captura seguindo o protocolo do fabricante dos kits
(Promonitor® ADL ELISA, Proteomika SLU, Espanha). Os kits sdo fornecidos com
placas de microtitulacdo previamente sensibilizadas e com todos os reagentes prontos

para uso.
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Promonitor®-ADL: As placas de microtitulacdo que acompanham o kit sao pré-
sensibilizadas com fragmento F(ab")2humano anti-ADL. A incubagao das amostras de
soro dos pacientes resulta na ligacdo das moléculas livres destes agentes bioldgicos
aos anticorpos especificos imobilizados a placa. O agente biolégico sérico que se ligou
a placa é detectado pela adicdo subsequente de anticorpo monoclonal anti-ADL
conjugado com peroxidase. A atividade enzimatica € estimada pela adicdo do
substrato cromogénico e posterior leitura da intensidade de cor desenvolvida em
espectrofotdmetro. A concentragao de ADL é calculada pela interpolagao da leitura da
DO das amostras numa curva de calibragdo (DO versus concentragado em mcg/mL de
ADL).

A concentracdo sérica de ADL é detectavel a partir de 0,024mcg/mL.

4.9, Analise estatistica

Foi incluida uma amostra de conveniéncia de 30 pacientes.

Os pacientes foram posteriormente classificados de acordo com a positividade
de anticorpo anti-ADL aos 3 meses para a avaliagao de fatores preditivos basais para
o desenvolvimento de anticorpo anti-ADL, considerando que este foi o primeiro
momento em que foi observado um aumento significante na frequencia de anti-ADL

positivo.

Os resultados foram apresentados como numero (porcentagem) para variaveis
categodricas, e mediana (variagdo) ou média + desvio padrao para variaveis continuas.
Variaveis categéricas foram comparadas pelo teste exato de Fisher, enquanto as
variaveis quantitativas pelos testes t-Student e Mann-Whitney, quando aplicaveis. A
analise de medidas repetidas foi realizada através da analise de variancia (ANOVA) e

teste Tukey.

Modelos de regresséo logistica foram utilizados para a identificacdo de fatores

de risco presentes no momento basal para o desenvolvimento de anticorpo anti-ADL.
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No modelo multivariado foram incluidas como variaveis independentes aquelas com
nivel de significAncia menor que 5% no modelo univariado. Os resultados foram

apresentados como odds ratio (OR) e intervalo de confianga (IC) de 95%.

Em todos os testes estatisticos o nivel de significancia da variavel independente

foi estabelecido em 5% (p <0,05).
As variaveis independentes estudadas no modelo multivariado foram:

e Sexo feminino
e JADAS-71 ao inicio da terapia com ADL, posteriormente dividido em trés

faixas:

JADAS-71 elevado: >10,5 para subtipo poliarticular e >4,2 para subtipo

oligoarticular

JADAS-71 moderado/elevado: >3,8 para subtipo poliarticular e >2,0 para

subtipo oligarticular, incluindo os pacientes do subgrupo anterior

JADAS-71 baixo: <3,8 para subtipo poliarticular e <2,0 para subtipo

oligoarticular

e VHS > 30mm/1°h
e Terapia concomitante com metotrexato a introducdo de ADL

e Terapia concomitante com leflunomida a introdu¢dao de ADL

O programa utilizado para as analises estatisticas foi Sigma Stat software
versao 3.1 (2005, USA) e MedCalc online

(https://www.medcalc.org/calc/odds_ratio.php.
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5. RESULTADOS

5.1. Caracteristicas clinicas dos pacientes

A média de idade dos pacientes com AlJ ao inicio da terapia com ADL foi de 14,5
t 6,4 anos, 67% dos pacientes eram do sexo feminino e a média de duragdo da
doenca a introducdo do ADL foi 7,8 £ 5,5 anos. Considerando a distribuicado por
subtipo de AlJ, 43% dos pacientes pertenciam ao subtipo poliarticular (FR positivo e
negativo), 27% sistémico, 20% oligoarticular, 7% artrite relacionada a entesite e 3%
artrite psoriasica juvenil. Em 20% dos pacientes, a indicagao para terapia com ADL foi

atividade de uveite.

Apenas sete dos 30 (23%) pacientes nao tinham sido previamente expostos a

outros bioldgicos.

As caracteristicas clinicas, laboratoriais e de tratamento concomitante a

introducdo do ADL para cada subtipo de AlJ estdo descritas na Tabela 1.



Tabela 1 — Dados clinicos e demograficos basais dos pacientes para cada subtipo de artrite idiopatica juvenil
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Artrite relacionada a Artrite
Subtipo Poliarticular Sistémico Oligoarticular entesite psoriasica Total
Variaveis n=13 n=8 n=6 n=2 n=1 n=30
Dados demograficos
Sexo feminino 11 (85) 5(63) 3 (50) 0 1 20 (67)
Idade ao inicio de ADL, 16,9 (6,8 — 22,3) 12,0 (4,7-19,4) 9,6 (7,6 —254) 20,8 (20,3- 21,3) 11,5 145+6,4
anos
Duracéao da doenga até o 7,9 (1,6 —222) 6,5(2,7-10,6) 4,2(1,4-17,4) 1,5* 1,3 78+55
inicio de ADL, anos
Auto-anticorpos
FAN positivo 7 (54) 1(13) 4 (67) 1 (50) 0 13 (43)
Fator reumatoide positivo 3(23) 0 0 0 0 3 (10)
Atividade de doenga
CHAQ/ HAQ 1,1(0-2,8) 0,6 (0,3-2,4) 0,4 (0-3,0) 2,3* 0 09+0,9
JADAS-71 12,3 (0 —48,3) 15,2 (5,2 -93,0) 10,5 (0-13,6) 1,5(0-3) 8,9 11,5 (0-93,0)
DAS28 46 (4,2-6,1) 4,6* 2.4* 1,1* - 39+17
EVA global do médico 4,5(0-28) 5(1-8) 3(0-5) 1* 55 41+24
EVA global do 3,5(0-10) 2(0-7) 5,5(0-8) 2* 55 3,8+27
paciente/responsavel
VHS, mm/12h 30 (7 —-74) 43 (22 - 75) 12 (5-46) 6(3-9) 24 31,7+ 20,9
PCR, mg/L 22,5 (0,2 -59,2) 56,9 (11,5 — 305,9) 0,5 (0,1 -30,6) 16,1 (0,2 - 30,6) 0,3 27,6 (0,1 - 305,9)
Uveite ativa 2 (15) 1(13) 3 (50) 0 1 7 (23)
Tratamento
AINEs 10 (77) 6 (75) 3 (50) 1 (50) 1 21 (70)
Prednisona 4 (31) 7 (88) 2 (33) 1 (50) 1 15 (50)
Dose mg/dia 10 (6-15) 20 (3-30) 10 (5-15) 40,0 7,5 15,0+ 10,4
DMARDs 13 (100) 8 (100) 4 (67) 1 (50) 1 27 (90)
Metotrexato 7 (54) 5(63) 3 (50) 1(50) 1 17 (57)
Dose mg/semana 22,5(12,5-42)5) 35,0 (12,5 -50,0) 20,0 (15,0 — 20,0) 5,0 40,0 26,2+ 13,2
Leflunomida 7 (54) 6 (75) 1(17) 0 0 14 (47)
Sulfassalazina 0 0 0 1 (50) 0 1(3)
Ciclosporina 4 (31) 1(13) 1(17) 1 (50) 0 7 (23)
Exposicao prévia a biologico 12 (92) 7 (88) 2 (33) 1 (50) 1 23 (77)
Anti-TNF
Etanercepte 10 (77) 7 (88) 2 (33) 1 (50) 21 (70)
Infliximabe 9 (69) 7 (88) 1(17) 1(50) 19 (63)
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Abatacept 2 (15)

0 1(17) 0 0 3(10)
Tocilizumabe 2 (15) 0 0 0 0 2(7)
0 1(13) 0 0 0 1(3)

Resultados apresentados em n (%), mediana (variagéo) ou média + desvio padrdo; ADL= adalimumabe; FAN= fator antinuclear; CHAQ= childhood health
assessment questionnaire; HAQ= health assessment questionnaire; JADAS-71= juvenile arthritis disease activity score 71-joint counts; DAS28= disease activity
score 28-joint counts; EVA= escala visual analdgica; VHS= velocidade de hemossedimentacdo; PCR= proteina C reativa; AINEs= anti-inflamatérios ndo

esteroidais; DMARDs= drogas antirreumaticas modificadoras de doenga. *Dados referentes aos pacientes ndo disponivel, dados faltantes foram
desconsiderados da presente analise.
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5.2. Cinética do anticorpo anti-adalimumabe

Anticorpos anti-ADL estavam ausentes no momento basal, sendo inicialmente
detectados 2 meses apos a introdugédo de ADL em 2/30 (7%) pacientes, com aumento
significante aos 3 meses [10/29 (34%), p=0,013] e sem mudanca significativa aos 6
meses [11/30 (37%)], 12 meses [9/26 (35%)] e 24 meses [4/19 (21%)] (p>0,05)
(Figura 1). Considerando-se o momento em que anticorpos anti-ADL foram
inicialmente detectados, 2 pacientes apresentaram anti-ADL positivo aos 2 meses, 8

aos 3 meses, 1 aos 6 meses, 1 aos 12 meses e 1 aos 24 meses.

Figura 1 — Cinética do anticorpo anti-adalimumabe
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p=0,013
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positivo
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Frequéncia (%) de anticorpo anti-adalimumabe (anti-ADL) para todos os pacientes (n = 30) relacionado
ao tempo de exposicdo a terapia com adalimumabe (ADL). Frequéncia de anti-ADL identificado pela
primeira vez (coluna cinza) e frequéncia de anti-ADL positivo persistente (coluna preta).

Com relagédo ao subtipo de AlJ, entre os pacientes com anticorpos anti-ADL
detectados em pelo menos uma medida durante o seguimento de 24 meses, 3
pacientes pertenciam ao subtipo oligoarticular, 8 ao poliarticular e 2 ao sistémico. Ja

o grupo de pacientes com anticorpo anti-ADL negativo em todas as medidas incluiu 3
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pacientes com AlJ oligoarticular, 5 com AlJ poliarticular, 6 com AlJ sistémica, 2 com

artrite relacionada a entesite e 1 com artrite psoriasica juvenil.

5.3. Cinética da concentragao sérica de adalimumabe

As medianas e intervalo observado da concentragcdo sérica de ADL para todos
os pacientes foram: zero no momento basal, 4,8 (0 — 13) mcg/mL aos 2 meses, 4,8 (0
—13) mecg/mL aos 3 meses, 3,9 (0 — 13) mcg/mL aos 6 meses, 3,5 (0 — 13) mcg/mL
aos 12 meses e 3,7 (0 — 13) mcg/mL aos 24 meses (Figura 2a). Os pacientes foram
posteriormente classificados de acordo com a positividade de anticorpo anti-ADL aos
3 meses. A comparacao da concentracdo de ADL de pacientes com anticorpo anti-
ADL positivo e negativo evidenciou maiores niveis de concentragdo de ADL no grupo
com anti-ADL negativo (p<0,05) (Figura 2b). Ademais, os niveis de anticorpo anti-
ADL se correlacionaram negativamente com a concentragédo sérica de ADL aos 3
meses (r=-0,781, p<0,0001), 6 meses (r=-0,831, p<0,0001), 12 meses (r=-0,822,
p<0,0001) e 24 meses (r=-0,729, p=0,0006).
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Figura 2 — Cinética do adalimumabe
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Mediana da concentragao sérica de adalimumabe (ADL) (mcg/mL). a Mediana da concentracao sérica
de ADL para todos os pacientes (N=30). b Mediana da concentrag&o sérica de ADL em pacientes com
anticorpo anti-adalimumabe (anti-ADL) negativo (N=20, marcadores pretos e linha continua) e anti-ADL
positivo (N=10, marcadores brancos e linha tracejada). *p < 0,001 quando comparada a concentragédo
de ADL em pacientes com anti-ADL positivo e negativo.
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5.4. Anticorpo anti-adalimumabe e atividade de doeng¢a

A comparacao dos paradmetros clinicos apds 3 meses de terapia com ADL
demonstrou que os pacientes com anticorpo anti-ADL positivo aos 3 meses
apresentavam maiores parametros de atividade de doenga: EVA avaliado pelo
paciente [4,5 (0-7) vs. 1 (0-5), p=0,043], EVA avaliado pelo médico [3 (0-6) vs. 0 (0-5),
p=0,035] e JADAS-71[9,8 (0-31,8) vs. 2,7 (0-14,9), p=0,005]. Considerando-se o total
de 30 pacientes, 40% alcangou o ACR PEDi 30 apds 3 meses de terapia com ADL,
sem diferenga significante entre os grupos com anticorpo anti-ADL positivo e negativo
[20% vs. 50%, p=0,235].

Apds 12 meses de terapia com ADL, 60% dos pacientes com anticorpo anti-ADL
positivo aos 3 meses necessitaram de troca de bioldgico por falha terapéutica,
primaria em 4 pacientes (3 com atividade articular e 1 com atividade de uveite) e
secundaria em 2 pacientes. Por outro lado, no grupo com anticorpo anti-ADL negativo,
apenas 15% dos pacientes necessitaram de troca de bioldgico associada a falha
terapéutica, sendo primaria em 2 pacientes e secundaria em 1 paciente (p=0,03)

(Figura 3) .

Nenhum dos pacientes incluidos no presente estudo necessitou de troca do ADL

associada a ocorréncia de reacao adversa.



Figura 3 — Frequéncia de troca de biolégico apds 12 meses de terapia com
adalimumabe associado a falha terapéutica
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Frequéncia de troca de bioldégico apds 12 meses de terapia com adalimumabe associado a falha
terapéutica primaria ou secundaria. Comparagao entre pacientes com anticorpo anti-adalimumabe
positivo (anti-ADL +) aos 3 meses (3M) (N=10) e pacientes com anticorpo anti-adalimumabe negativo

(anti-ADL -) aos 3 meses (N=20).

5.5. Preditores basais da produgao de anticorpo anti-ADL

Os grupos de pacientes com anticorpo anti-ADL positivo e anti-ADL negativo aos
3 meses foram comparados de acordo com suas caracteristicas de base. Sexo
feminino [10 (100%) vs. 10 (50%), p=0,011], JADAS-71 mais elevado [20,7 (0 — 93)

vs. 9,5 (0 — 19,5), p=0,022], VHS mais elevado [44,6 + 24,5 vs. 25,3 £ 15,9 mm/12h,
p=0,014], e uso concomitante de leflunomida [8 (80%) vs. 6 (30%), p=0,019] foram

associados a presenca de anticorpo anti-ADL aos 3 meses de terapia, enquanto o uso

concomitante de metotrexato [2 (20%) vs. 15 (75%), p=0,007] foi correlacionado a

auséncia de anticorpo anti-ADL aos 3 meses (Tabela 2).
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Tabela 2 — Dados clinicos e demograficos no momento basal de pacientes com
artrite idiopatica juvenil de acordo com a positividade de anticorpo anti-adalimumabe
aos 3 meses

Anti-ADL positivo Anti-ADL P
Variaveis (n=10) negativo
(n=20)
Dados demograficos
Sexo feminino 10 (100) 10 (50) 0,011

IMC, kg/m? 19,3 (14,9 — 22,5) 19,3 (12— 26,2) 0,540
Idade ao inicio de ADL, anos 15,0 (5,1- 25,3) 14,2 (4,7—- 25,4) 0,775
Duracao da doenca até o 9,3+5,9 6,9+5,2 0,279
inicio de ADL, anos
Imunoglobulinas
IgA, mg/dL 261,7 + 200,6 2446 +121,3 0,803
IgM, mg/dL 2241 £107,0 182,5+115,6 0,404
IgG, mg/dL 1731,6 + 566,5 1476,5 + 463,9 0,271
Atividade de doencga
CHAQ/ HAQ 1,0+£0,8 0,9+0,9 0,728
JADAS-71 20,7 (0 —93) 9,5(0-19,5) 0,022
DAS28 51+0,9 3,0+1,6 0,108
EVA global do médico 51+25 3623 0,145
EVA global do 44 +34 35+24 0,406
paciente/responsavel
VHS, mm/12h 44,6 + 24,5 25,3+15,9 0,014
PCR, mg/L 17,0 (0,2 — 54,4) 29,4 (0,1-305,9) 0,403
Uveite ativa 2 (20) 5 (25) 1,000
Tratamento
AINEs 9 (90) 12 (60) 0,204
Prednisona 3 (30) 12 (60) 0,245
Dose mg/dia 7,7+£4,0 16,9 + 10,8 0,179
DMARDs 10 (100) 17 (85) 0,532
Metotrexato 2 (20) 15 (75) 0,007
Dose mg/semana 26,2+5,3 26,2 + 141 0,994
Leflunomida 8 (80) 6 (30) 0,019
Sulfassalazina 0 1(5) 1,000
Ciclosporina 2 (20) 5 (25) 1,000
Exposigdo prévia a anti-TNF 8 (80) 13 (65) 0,675

Resultados apresentados em n (%), mediana (variagdo) ou média + desvio padrdo; IMC= indice de
massa corporal; ADL= adalimumabe; CHAQ= childhood health assessment questionnaire; HAQ= health
assessment questionnaire; JADAS-71= juvenile arthritis disease activity score 71-joint counts; DAS28=
disease activity score 28-joint counts; EVA= escala visual analégica; VHS= velocidade de
hemossedimentagcédo; PCR= proteina C reativa; AINEs= anti-inflamatérios nao esteroidais; DMARDs=
drogas antirreumaticas modificadoras de doenca.
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Nenhuma diferenca estatistica foi observada entre pacientes com anticorpo anti-
ADL positivo e negativo considerando-se a exposi¢ao prévia a terapia com biolégico
(90 vs. 70% respectivamente, p=0,37). Oito (80%) dos pacientes com anticorpo anti-
ADL positivo foram previamente tratados com agentes anti-TNF (etanercepte = 6;
infliximabe = 1; infliximabe seguido por etanercepte = 1). Com relagao ao grupo com
anti-ADL negativo, 13 (65%) dos pacientes estavam em uso de outra terapia anti-TNF

antes da introducao de ADL (etanercepte = 12; infliximabe = 1) (p=0,675).

A analise de preditores de risco para a producdo de anticorpo anti-ADL a
introducdo de ADL demonstrou um risco significantemente maior de desenvolver
anticorpo anti-ADL em pacientes do sexo feminino [OR 21; 1C95%, 1,08-406,57,
p=0,044], VHS >30mm/12hora (OR 5,44; 1C95%, 1,04-28,53, p=0,045) e uso
concomitante de leflunomida (OR 9,33; 1C95%, 1,51-57,66, p=0,016). Por outro lado,
o uso concomitante de metotrexato foi um fator protetor no desenvolvimento de
anticorpo anti-ADL (OR 0,08; 1C95%, 0,01-0,53, p=0,009) (Tabela 3).
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Tabela 3 — Fatores de risco clinicos, laboratoriais € medicagdo concomitante no
momento basal associados ao desenvolvimento de anticorpo anti-adalimumabe em
pacientes com artrite idiopatica juvenil

Anti-ADL  Anti-ADL

positivo negativo P OR IC 95% P
n (%) n (%)
CLINICOS
Sexo feminino 10 (100) 10 (50) 0,011 21,6 1,08-406,57 0,044
JADAS-71 2 (20) 9(45) 0,247 3,27 055-1945 0,192
elevado®
JADAS-71 9 (90) 17(85) 1,000 1,59 0,14-17,56 0,706
moderado/elevado**
JADAS-71 1(10) 3(15) 1,000 0,63 0,06-6,96 0,706
baixo***
LABORATORIAL
VHS >30 mm/1°h 7 (70) 6 (30) 0,056 5,44 1,04-2853 0,045
TRATAMENTO
Metotrexato 2 (20) 15 (75) 0,007 0,08 0,01-0,53 0,009
Leflunomida 8 (80) 6 (30) 0,019 9,33 1,51-57,66 0,016

JADAS-71= juvenile arthritis disease activity score 71-joint counts; VHS= velocidade de
hemossedimentagéo.
*JADAS-71 elevado: >10,5 para subtipo poliarticular e >4,2 para subtipo oligoarticular
**JADAS-71 moderado/elevado: >3,8 para subtipo poliarticular e >2,0 para subtipo oligoarticular
*** JADAS-71 baixo: <3,8 para subtipo poliarticular e <2,0 para subtipo oligoarticular
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6. DISCUSSAO

Este foi o primeiro estudo a demonstrar um aumento significante da produgao de
anticorpo anti-ADL associado ao tempo de exposi¢cdo a ADL em pacientes com AlJ.
Sexo feminino, VHS elevado e uso concomitante de leflunomida foram identificados
como fatores de risco para a producdo de anticorpo anti-ADL, enquanto o uso
concomitante de metotrexato foi evidenciado como fator de protegdo a
imunogenicidade ao ADL. N&o foi observada nenhuma associacdo entre a

positividade do anticorpo anti-ADL e a ocorréncia de rea¢des adversas.

Este estudo confirma e estende observagdes prévias de que pacientes com
anticorpo anti-ADL positivo apresentam maiores parametros de atividade de doenga
(SKRABL-BAUMGARTNER et al., 2015; MARINO et al., 2018). Entretanto, outros
estudos ndo correlacionaram a presenca de anticorpo anti-ADL com menores niveis
séricos de ADL e falha terapéutica (LOVELL et al., 2008; IMAGAWA et al., 2012;
BURGOS-VARGAS et al.,, 2015). O presente estudo também demonstrou
necessidade de troca de bioldgico mais frequente entre os pacientes com anticorpo
anti-ADL positivo.

O desenho prospectivo de longo prazo com intervalos de avaliagao padronizados
possibilitou a definicdo da cinética da produgao de anticorpo anti-ADL com inicio apds
3 meses de exposicao e persisténcia de anticorpo anti-ADL durante os 24 meses de
seguimento do estudo. E importante ressaltar que um padrdo semelhante de produgao
precoce de anticorpo anti-ADL predizendo a resposta a terapia aos 12 meses foi
observado em uma populagéo de pacientes com artrite reumatoide (JANI et al., 2015).
No entanto, a deteccado inicial de anticorpo anti-ADL apenas apds 60 meses de
exposigao foi descrita em dois pacientes com AlJ (IMAGAWA et al., 2012). Dessa
forma, os dados observados neste estudo necessitam de confirmagcdo em um nimero

maior de pacientes.

A porcentagem geral de pacientes com AlJ com anticorpo anti-ADL positivo na
populagao estudada (43%) foi maior do que a observada em quatro estudos prévios,
de 11 a26% (LOVELL et al., 2008; SKRABL-BAUMGARTNER et al., 2015; IMAGAWA
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et al., 2012; BURGOS-VARGAS et al., 2015) em uma populagao de AlJ com uso de

metotrexato comparavel a descrita no presente estudo.

O uso concomitante de metotrexato ja foi previamente associado a uma menor
frequéncia de anticorpo anti-ADL positivo em pacientes com AlJ (LOVELL et al., 2008;
SKRABL-BAUMGARTNER et al., 2015), além de ter sido descrito como um fator de
protecdo no desenvolvimento de anticorpo contra agentes biolégicos em pacientes
adultos com doencas inflamatorias cronicas imunomediadas (EMI AIKAWA et al.,
2010). Duas revisdes sistematicas e meta-andlises recentes, incluindo pacientes
adultos com diferentes doengas em tratamento com diversos anticorpos monoclonais
anti-TNF, observaram um efeito protetor do metotrexato na producdo de anticorpo
anti-ADL, com OR=0,31 (IC95%, 0,18 — 0,54) na revisao de Maneiro et al. (2013) e
OR=0,26 (1C95%, 0,21 — 0,32) na revisdo de Thomas et al. (2015). O presente estudo
fornece a mesma evidéncia para pacientes com AlJ, também corroborado por
Doeleman et al. (2019), que demonstrou um risco relativo (RR) = 0,33 (IC95%, 0,21 —

0,52) em uma revisao sistematica e meta-analise.

O mecanismo pelo qual o metotrexato € capaz de inibir a imunogenicidade ainda
€ desconhecido. Outros imunomoduladores, como a leflunomida, parecem néo
oferecer o mesmo efeito protetor. O presente estudo sugere que o uso concomitante
de leflunomida no momento basal esta relacionado a um maior risco de producgao de
anticorpo anti-ADL. Dessa forma, o uso de leflunomida na prevencdo do
desenvolvimento de anticorpos neutralizantes ndo deve ser recomendado neste
momento. Com excegao do metotrexato, o uso concomitante de DMARDSs sintéticos,
incluindo a leflunomida, parece apresentar um efeito limitado na concentragéo sérica
dos inibidores de TNF, como previamente demonstrado em pacientes adultos com

artrite reumatoide.

O metotrexato, por outro lado, possui um efeito benéfico na manutencao da
concentracgao sérica de droga circulantes. Tal efeito pode ser explicado pelo papel do
metotrexato na reducido da bioatividade do TNF e na diminuicdo da producdo de
anticorpos antidroga através de seu efeito imunosspressor na imunidade humoral ao
ADL (DUCOURAU et al., 2019; MARTINEZ-FEITO et al., 2019; WESSELS et al.,
2008). Outro mecanismo pelo qual o metrotrexato pode influenciar a concentragao

sérica de ADL é através da reducdo do clearance da droga através da maior
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expressao do receptor Fc neonatal (FcRn) nos tecidos, como ja demonstrado em um
modelo animal (DENG et al.,, 2019). O receptor Fc neonatal esta envolvido na
homeostase da IgG, impedindo sua degradagao intracelular e favorecendo sua
reciclagem e retorno ao plasma. Dessa forma, a maior expressdo de FcRn promovida
pelo metotraxato garante prote¢ao ao ADL, idéntico a IgG em estrutura e fungao, com
inibicdo de sua degradacao intracelular e favorecendo sua recirculagdo. O uso
concomitante de metotrexato pode estar associado ao aumento da meia vida do ADL,
contribuindo com uma maior concentragdo sérica da droga nesse subgrupo de
pacientes. O mecanismo pelo qual o metotrexato leva a maior expressao de FcRn
ainda nao é conhecido. A relagao entre o uso de metotrexato e sua influéncia no
metabolismo do ADL requer mais estudos. E importante ressaltar as diferencas entre
os regimes de dose de metotrexato e leflunomida. O papel protetor do metotrexato
observado pode refletir também uma maior aderéncia a terapia considerando-se sua
administracdo semanal, em comparacgao a dose diaria recomendada de leflunomida,
considerando complexidade do regime de tratamento e a possibilidade de
esquecimento da tomada da medicacdo como fatores previamente associados a pior
aderéncia em pacientes com AlJ (LEN et al., 2014; BUGNI et al., 2012; ADRIANO et
al., 2016; FAVIER et al., 2018). Apesar da aderéncia as medicagdes concomitantes
ter sido questionada em todas as avaliagbes médicas do presente estudo, as
concentragoes séricas de metotrexato e leflunomida nao foram mensuradas. Também
nao foi avaliada a frequencia de retirada dos medicamentos no centro de dispensacéo.
E necessaria a investigacdo adicional para confirmar a ineficacia da leflunomida na

prevencao de produgao de anticorpo antidroga.

A associagao entre niveis de VHS mais elevados no momento de introducao de
ADL e a posterior producdo de anticorpos anti-ADL nao foi avaliada em estudos
prévios envolvendo pacientes com AlJ. Assim, mais estudos s&o necessarios para
elucidar o mecanismo pelo qual uma resposta inflamatéria mais exacerbada pode

predispor a producdo de anticorpos anti-ADL nessa populagéo.

O sexo feminino foi identificado como um preditor adicional para a produgao de
anticorpo antidroga. De forma semelhante, esta observagdo também foi descrita em
uma populacao de pacientes adultos com artrite inflamatéria em terapia com anti-TNF

monoclonal (MOK et al., 2013). Tal achado é consistente com o conceito genérico da
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influéncia do sexo feminino no desenvolvimento de autoimunidade (CATTALINI et al.,
2017). Entretanto, deve-se considerar que apesar da demonstragéo da variavel sexo
feminino como fator de risco para a produgdo de anticorpo antidroga na presente
populacdo, o numero de pacientes incluidos no presente estudo é pequeno e o
intervalo de confianga observado é bastante amplo (IC95% de 1,1 a 406,6). Dessa

forma, mais estudos sao necessarios para confirmar tal associagao.

Este estudo fornece novas evidéncias sobre a cinética da producao de anticorpo
anti-ADL associado ao tempo de exposicdo a ADL em pacientes com AlJ,
demonstrando um aumento significante apdés 3 meses de terapia, mantendo-se
estavel até 24 meses. Sexo feminino, VHS elevado e uso concomitante de leflunomida
foram identificados como fatores de risco para o desenvolvimento de anticorpo anti-
ADL, enquanto o uso concomitante de metotrexato foi evidenciado como fator de

protecdo a imunogenicidade ao ADL.

Dessa forma, sugere-se a implementacéao de investigagao de anticorpo anti-ADL
na pratica clinica de forma sistematica e precoce (ap6s 3 meses do inicio da terapia),
particularmente para os pacientes de apresentam maior risco para imunogenicidade
ao ADL, como demonstrado no presente estudo: sexo feminino, VHS >30mm/12hora
no momento basal ou uso concomitante de leflunomida. Os pacientes com anticorpo
anti-ADL positivo apés 3 meses de exposi¢cao evoluem com maior frequencia de falha
terapéutica e necessidade de troca de bioldgico. Dessa forma, a pesquisa de anticorpo
anti-ADL deveria ser utilizada como ferramenta para guiar a troca precoce de bioldgico
nesses pacientes, possibilitando uma abordagem terapéutica individualizada a fim de
promover melhor controle de atividade de doenca, prevenindo assim danos articulares
e oculares associados a inflamacao cronica e consequente melhora na morbidade e

qualidade de vida dos pacientes com AlJ em terapia com ADL.
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7. CONCLUSOES

- Anticorpos anti-ADL foram inicialmente detectados 2 meses apoés a introdugao
de ADL, com um aumento significante em sua frequéncia ap6s 3 meses de terapia,
mantendo-se estavel até 24 meses em pacientes com AlJ. Foram evidenciados
maiores niveis séricos de ADL no grupo com anti-ADL negativo, com uma correlagéo
negativa significante entre os niveis de anticorpo anti-ADL e os niveis séricos de ADL

aos 3 meses, 6 meses, 12 meses e 24 meses.

- Sexo feminino, VHS elevado e uso concomitante de leflunomida foram
identificados como fatores de risco para o desenvolvimento de anticorpo anti-ADL,
enquanto o uso concomitante de metotrexato foi evidenciado como fator de protecao

a imunogenicidade ao ADL em pacientes com AlJ.

- Nao houve associacao entre a presenga de anticorpo anti-ADL e a ocorréncia

de reacdes adversas.
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Abstract

Objective To assess the longitudinal production of anti-adalimumab antibody (AAA) and baseline risk factors for this antibody
development in juvenile idiopathic arthritis (JIA) patients initiating adalimumab (ADA).

Method Thirty consecutive JIA patients under ADA therapy were prospectively followed. JIA clinical/laboratorial treatment
data and sera for ADA and AAA assays (ELISA and bridging ELISA) were obtained at baseline (BL), 2 months (2M), 3 months
(3M), 6 months (6M), 12 months (12M), and 24 months (24M). Patients with therapy failure requiring ADA withdrawn had their
sera evaluated at their last medical visit prior to biologic switch (blinded to ADA and AAA levels).

Results AAA was absent at BL, first detected at 2M after ADA initiation in 2/30 (7%) patients with a significant increase at 3M
(10/29 (34%), p = 0.013) and no major change in 6M (11/30 (37%)) and 12M (9/26 (35%)). Of note, at 3M, AAA levels
correlated negatively with ADA levels (»=—0.781, p = 0.0001). Analysis of BL predictors revealed a significantly higher risk of
developing AAA in patients with female gender (OR 21; 95% CI 1.08-406.57; p = 0.044), ESR > 30 mm/1st hour (OR 5.44;
95% CI 1.04-28.53; p =0.045), and leflunomide use (OR 9.33;95% CI 1.51-537.66; p = 0.016). In contrast, concomitant use of
methotrexate was protective for AAA appearance (OR 0.08; 95% CI 0.01-0.53; p = 0.009). After 12M of ADA, 60% of AAA-
positive patients required drug switch for drug failure compared with 15% in AAA-negative group (p = 0.03).

Conclusions This study provides novel evidence of AAA production kinetics demonstrating a timely significant increase starting
at 3M and stable throughout 24M. We also identified female gender, increased ESR, and leflunomide use as relevant risk factors
for AAA production at BL, whereas methotrexate was protective. Early systematic monitoring of AAA at 3M may, therefore,
guide drug switching in these patients.

Key Points

» Anti-adalimumab antibodies (AAA) production kinetics demonstrated a timely significant increase starting at 3M in juvenile idiopathic arthritis (JIA)
patients under adalimumab therapy

* Female gender, increased ESR, and leflunomide use were identified as relevant risk factors for AAA production in JIA, whereas methotrexate was
protective

Keywords Juvenile idiopathic arthritis - Adalimumab - Anti-adalimumab antibody - Immunogenicity
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TNF blockers have revolutionized the treatment and prognosis
of juvenile idiopathic arthritis (JIA) [1-3]. Among anti-TNF
agents, adalimumab (ADA) immunogenicity has been report-
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