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RESUMO

A doenca de Crohn é uma afeccao intestinal inflamatoria crénica, multissistémica e de carater
recorrente. Sua etiopatogénese permanece ainda desconhecida, mas considera-se haver um
cenario fisiopatoldgico caracterizado, principalmente, pela inibicdo da imunidade inata com
exacerbacdo da imunidade adaptativa, com atividade inflamat6ria mucosa intensificada. Por
isso, 0s corticosteroides constituem a base fundamental do tratamento farmacoldgico na
inducdo da remissdo clinica na doenca, gracas as suas potentes acdes como supressores do
processo inflamatdrio. Entretanto, os proibitivos efeitos colaterais da corticoterapia
prolongada associados a alta freqliéncia da cortico-dependencia na doenca estimulou a busca
de alternativas terapéuticas para manutencdo da remissdo no longo prazo. Nesse contexto, 0s
imunossupressores, particularmente, os analogos da purina, azatioprina (AZA) ou 6-
mercaptopurina ocupam um papel central no tratamento de manutencdo na doenga, com
efeitos “poupadores de esterdides”. A utilizacdo desses agentes para manter a remissao clinica
na doenca é apoiada por evidéncias de estudos clinicos controlados e randomizados. No
entanto, a maioria desses estudos ndo avaliou especificamente os doentes cortico-
dependentes, ndo sendo claramente conhecida a acdo dos analogos da purina nesse grupo de
pacientes. Portanto, os objetivos do nosso estudo foram verificar a eficacia no longo prazo, da
AZA em uma populagdo exclusivamente portadora de doenca de Crohn dependente de
esterdides, assim como identificar os possiveis fatores preditivos associados a resposta clinica
sustentada. Além disso foi verificada também a seguranca dessa terapia, atraves da analise da
incidéncia de eventos adversos. Para tanto, um total de 106 individuos adultos com doenca de
Crohn cortico-dependente foram prospectivamente incluidos para tratamento com AZA (2-3
mg/Kg/dia), durante o periodo de acompanhamento de até 10 anos. A proporcao de doentes
em remissdo sustentada livre de esterdides ao final de 12, 24, 36, 48 e 60 meses foi de 0.61,
0.73,0.72, 0,70 e 0.70 respectivamente. Depois disso, essa taxa anual foi sendo gradualmente
reduzida, alcangando um nadir aos 108 meses de acompanhamento. O tempo médio de
retirada completa dos esteréides foi de seis meses. Caracteristicas demogréaficas, aquelas
relacionadas a doencga e a dose de AZA ndo se correlacionaram com remissdo sustentada.
Apenas a reduzida contagem leucocitaria média durante o acompanhamento foi associada
com a remissdo livre de corticoides (P=0.01). Efeitos adversos graves relacionados a terapia
com AZA foram incomuns.

Palavras-chave: Doenca de Crohn. Doenca Inflamatéria Intestinal. Azatioprina.

Corticosteroides.



ABSTRACT

The Crohn’s disease is a chronic, inflammatory, multisystem bowel disorder with a relapsing
course. Her etiology remains unknown but probably there’s a scenario characterized by
inibition of innate immunity and exacerbation of the adaptative immunity with exacerbated
mucosal inflammatory activity. Then, the corticosteroids have been the mainstay of
pharmacologic treatment for inducing clinical remission in the disease. However, the
prohibitive side effects of prolonged corticosteroid therapy associated with high frequency of
the corticosteroid- dependency in the disease taken to alternative treatments for long- term
maintenance of clinical remission. The immunomodulators, especially, the purine analogs,
azathioprine(AZA) or 6- mercaptopurine are the major option for this indication, with
corticosteroid- sparing proprieties. The use of these agents is supported by randomized,
controlled clinical studies. However, these trials have not evaluated the specific issue of the
steroid dependence. Thus, our objectives in this study were to asses the efficacy and safety of
AZA therapy in patients strictly with steroid-dependent Crohn’s disease and possibly, factors
associated with sustained clinical remission. Therefore, 106 adults patients with steroid-
dependent Crohn's disease were prospectively included for treatment with AZA (2-
3mg/Kg/day) during the period of follow up as long as 10 years. The proportion of patients
remaining in sustained steroid-free remission at 12, 24, 36, 48 and 60 months was 0.61, 0.73,
0.72, 0.70 and 0.70, respectively. Thereafter, the annual rate of weaning from steroids
decreased gradually, reaching a nadir of 0.41 at 108 months. Median time to complete steroid
withdrawal was 6 months. Demographics, disease-related data and the AZA dose did not
correlate with sustained remission. Only the reduced mean leukocyte count during the follow
up was associated with remission free steroids (P= 0.01). Serious adverse effects related to
AZA therapy were uncommon.

Key-words: Crohn’s disease. Inflammatory Bowel Disease. Azathioprine. Corticosteroids.
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1 INTRODUCAO

1.1 Considerac0es Gerais

A doenca de Crohn é um disturbio inflamatorio crénico multisistémico e recidivante
que pode atingir todo o trato gastrointestinal com predilecdo, entretanto, para o intestino
delgado e o célon, alem do potencial para cursar com manifestacdes extra-intestinais.

A doenga € uma condicéo relativamente nova, tendo sua descrigdo original atribuida a
Crohn, Ginsburg e Oppenheimer em 1932 (Crohn BB, Ginsburg L, Oppenheimer GD, 1932).

Embora muitas teorias impliguem uma combinacdo de fatores genéticos, ambientais e
imunorregulatorios, a causa desse distirbio permanece desconhecida.

Classicamente, a epidemiologia demonstra que a doenga ndo € uma condi¢do comum,
sendo mais freqiiente em regibes como a Escandindvia, Gra-Bretanha e América do Norte.
Por outro lado, continentes como a Africa e a América Latina s&o tradicionalmente associados
a baixas taxas de incidéncia e prevaléncia para essa afeccdo. Apesar dessa conhecida variacao
geogréfica na ocorréncia da doenca, um corpo significativo de dados epidemioldgicos tém
identificado uma tendéncia real de aumento no diagnéstico e na incidéncia mundial da doenca
de Crohn nas Gltimas décadas, inclusive no Brasil (Munckholm P, Langholz E, Nielsen OH,
1992, Gaburri PD et al., 1998)

A razdo para essa tendéncia de aumento é desconhecida, mas especula-se que fatores
ambientais possam ser parcialmente responsaveis uma vez que fatores genéticos ndo se
alteram téo rapidamente (Sandler RS, Loftus EV Jr, 2004).

Nas regides de maior freqiiéncia da doenca como a América do Norte, por exemplo, a
prevaléncia varia de 26 a 198 casos / 100.000 pessoas, com taxas de incidéncia também
variando de 3 a 14.6 casos / 100.000 pessoas ano (Loftus EV Jr, Sandborn WJ, 2003).

Enquanto distarbio crénico inflamatério e idiopatico, a doenca de Crohn requer
tratamento tanto para controle da fase ativa da doenca como também para manté—la em
remissdo, sendo estes, objetivos primarios da terapia médica na doenca. Esses objetivos nem
sempre alcangados na pratica clinica visam finalmente a melhora da qualidade de
vida dos pacientes, sendo essa de fato, uma das principais metas terapéuticas a ser buscada
(Lichtenstein GR et al., 2004).

Como objetivos secundérios estdo a prevencdo de complicacBes (por exemplo, do
cancer), a inducdo e manutencdo de remissdo endoscépica (cura da mucosa) e histologica e a

reducdo da toxicidade associada ao tratamento (Lichtenstein GR et al, 2004).



Durante as recidivas da doenca, intervencgdes terapéuticas clinicas ou cirurgicas sao
frequentemente necessarias para re-estabelecer a remissdo. Idealmente, estratégias a serem
utilizadas devem visar induzir pronta resposta e manter os pacientes em remissdo prolongada,
ao mesmo tempo em que se minimiza a dependéncia de esterdides e a toxicidade relacionada
a terapia (Panaccione et al., 2008). Estas metas certamente se traduzirdo na reducdo de
complicacdes, de hospitalizagOes e da necessidade de cirurgias ocasionadas pela doenca, bem
como poderao prevenir a mortalidade relacionada a doenca de Crohn e promover a melhora
na qualidade de vida dos individuos afetados. Muitos pacientes com doenca de Crohn podem
ndo receber terapia eficaz e sua doenga permanecer ativa, levando a inflamagéo descontrolada
e, potencialmente, ao desenvolvimento de complicacdes decorrentes da doenca subjacente ou
do uso continuo de esteroides.

Nesse contexto, com relacdo a inducdo da remissdo clinica da doenca, apesar da
imprecisdo a respeito de sua etiologia, admite-se haver um cenario fisiopatolégico de resposta
imune exacerbada com atividade inflamatéria mucosa intensificada, mediada por células
inflamatdrias e por uma série de citocinas pré-inflamatorias. Por isso, na inducao da remissao,
0s corticosterdides tém sido a base fundamental do tratamento farmacoldgico na doenca, pelo
menos nas formas moderadas e graves, por suas conhecidas acles, através de multiplos
mecanismos, como potentes supressores do processo inflamatério (Yang YX, Lichtenstein
GR, 2002).

Dois estudos controlados tradicionais demonstraram claramente a efetividade dos
corticosterdides na indugdo da remissdo clinica na doenca de Crohn, com taxas de resposta
alcancando entre 80 a 90% dos casos (Summers R et al., 1979 e Malchow et al., 1984). Em
pacientes com doenca de Crohn requerendo tratamento com corticosterdides, as evolucdes
imediatas sdo geralmente favoraveis, mas a perspectiva dentro dos préximos 12 meses €
desalentadora (Panaccioni et al., 2008).

Entretanto, como j& comentado, a doenca de Crohn ndo é uma doenca aguda, sendo
obrigatdrio o planejamento terapéutico de longo prazo, com vistas & manutencdo da remisséo
clinica, tendo sido ela uma vez alcancada. Em busca desse objetivo primério ja foi verificada
a ineficacia dos corticdides em manter a doenca em remissdo clinica, uma vez que apresentam
taxas de recidiva semelhantes ao placebo, além da ocorréncia comum dos conhecidos e
proibitivos efeitos colaterais da corticoterapia prolongada (Malchow et al., 1984).

Dois elegantes estudos de Munkholm e colegas (1994) e Faubion e colaboradores
(2001) avaliaram também os resultados da corticoterapia na doenca de Crohn. Ambos, com

achados semelhantes, demonstraram que os corticosterdides séo Uteis na resposta imediata da
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doenca, com melhora clinica dentro de 30 dias na maior parte dos pacientes (80-90%).
Entretanto, uma parcela desses pacientes que inicialmente respondeu a esses agentes, nao
manteve a remissdo clinica no longo prazo, tornando-se cortico-refratarios e necessitando de
tratamento cirurgico ao final de um ano de terapia (20%) ou se tornaram cortico-dependentes
(28 a 36% dos pacientes). Estes ultimos sdo arbitrariamente definidos como aqueles
individuos que inicialmente respondem a terapia com corticdides, mas que recidivam durante
a regressao gradual da dose do medicamento ou pouco tempo apos a sua suspensdo (dentro de
6 meses), necessitando da reintroducéo da droga para controle clinico da doenca (Hanauer SB,
2003).

Torna-se claro, portanto, que menos de 50% dos pacientes com doenca de Crohn
tratados com corticosterdides, ao final de 12 meses de tratamento, encontra-se em remisséo
clinica livre de corticoides e sem cirurgia.

Hanauer e colaboradores (2003) em publicacdo relativamente recente, comentaram
que a cortico-dependéncia é de fato, a regra da terapia com corticosterdide na doenca de
Crohn. Portanto, tendo em vista a alta frequéncia da cortico-dependéncia na doenca, bem
como dos efeitos indesejaveis da terapia esterdide prolongada, alternativas terapéuticas tém
sido avaliadas a fim de se manter a remissdo clinica da doenca e, concomitantemente, reduzir
a toxicidade associada a corticoterapia.

Diversas modalidades terapéuticas podem ser empregadas em pacientes com doenca
de Crohn dependente de esterdides visando esse efeito “poupador de esterdides”, a0 mesmo
tempo em que se mantém a remissdo da doenca. A escolha da abordagem terapéutica
permanece tipicamente entre a cirurgia ou a otimizacdo da terapia clinica, a qual
tradicionalmente envolve a introdugdo de um dos imunomoduladores (Sandborn W,
Sutherland L, Pearson D, 2003). Dentre eles, as terapias mais frequentemente utilizadas tém
sido os analogos de purina, a 6-mercaptopurina e a azatioprina, que formam a base da terapia
imunossupressora na doenca de Crohn (Su C, Lichtenstein GR, 2004). Esta classe de
farmacos tem sido usada para tratar as doencas inflamatorias intestinais por mais de 30 anos.
O uso destas drogas para manter a remissdo em pacientes dependentes de esterdides com
doenca de Crohn, é inequivocamente apoiado por evidéncias oriundas de estudos clinicos
controlados randomizados (Willoughby JM, Beckett J, Kumar PJ, 1971 e Candy S, Wright J,
Gerber M, 1995)
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1.2 Os Analogos da Purina: Azatioprina e 6- Mercaptopurina

1.2.1 Farmacologia clinica

A Azatioprina (AZA) é uma pré-droga que apos absorcdo oral, € convertida em 6-
mercaptopurina por um clivagem ndo enzimatica dependente de glutation e outros compostos
presentes na mucosa intestinal, figado, eritrdcitos e outros tecidos, com um fator de conversdo
de 50% entre a primeira e a segunda. A 6-mercaptopurina é, entdo, metabolizada pela
tiopurinametiltransferase(TPMT) ao metabdlito inativo 6-metilmercaptopurina ou pela
xantina oxidase no metabdlito inativo acido 6- tiourico. Finalmente, a 6-mercaptopurina,
competitivamente, pode ser metabolizada por processo enziméatico seqliencial nos seus
potenciais metabolitos ativos, os nucleotideos 6-tioguanina que, provavelmente, mediam as
acOes bioldgicas imunossupressoras dessas drogas (Mahadevan U, Sandborn WJ, 2004).

Os mecanismos pelos quais essas acOes se ddo sdo desconhecidos, entretanto,
evidéncias sugerem que esses efeitos imunossupressores estejam principalmente, relacionados
a inibicdo da sintese dos nucleotideos de purina, com inibicdo da sintese de DNA e,
consequente, reducdo dos niveis de divisdo e proliferagdo celular (Tiede J et al. 2002).

Essas acOes levariam a inibicdo da reacdo linfocitaria mista, reducdo da citotoxicidade
dependente de células naturais Killer e reducdo de linfocitos plasmaticos na lamina prépria
dos tecidos afetados, com queda da contagem linfocitaria periférica. Mais recentemente,
relatou-se que os analogos da purina induzem também a apoptose de células “T”, mecanismo
esse que pode estar prejudicado na doenca de Crohn, contribuindo para a patogénese da

inflamacdo na doenca (Huibregtse IL, van Lent AU, van Deventer SJH, 2007).

1.2.2 Efeitos Adversos

Os efeitos colaterais dos andlogos da purina podem ser classificados como reacGes
alérgicas ou idiossincrasicas, que tendem a ocorrer nas primeiras semanas de tratamento ou
como reacOes ndo alérgicas, usualmente dose-dependentes, geralmente ocorrendo mais
tardiamente no curso do tratamento (Mahadevan U, Sandborn WJ, 2004).

As reac0es idiossincrasicas ou alérgicas incluem febre, rash cutaneo, astenia, mialgias,
artralgia, nauseas e vomitos, pancreatite aguda, diarréia e alguns casos de hepatite e dor

abdominal ndo relacionada a pancreatite.
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As reacdes ndo alérgicas a azatioprina ou 6-mercaptopurina sdo representadas por
reacOes de mielotoxicidade (leucopenia, anemia, trombocitopenia), hepatotoxicidade, risco de
infeccbes oportunisticas, e um risco aumentado, embora controverso, de maliginidade,
especialmente, linfoma (Mahadevan U, Sandborn WJ, 2004).

A incidéncia geral das reacOes adversas nos pacientes tratados varia entre 4 a 30% nos
trabalhos publicados (Markowitz JF, 2003 e Dubinsky MC, 2004), sendo necessaria as vezes,
a suspensao do tratamento em funcgéo desses efeitos.

Em relacdo as reacdes alérgicas, destacam-se 0s eventos de naduseas e pancreatite
aguda. A troca do tipo de anédlogo da purina pode ser tentada em alguns pacientes com historia
de nauseas e vomitos durante o uso da azatioprina, através da substituicdo da mesma pela 6-
mercaptopurina, por ser esta Ultima, droga livre do anel imidazoélico, ao qual se imputa a razéo
para tal reacdo. Entretanto, isso naturalmente, ndo é recomendavel para pacientes com
pancretatite aguda (McGovern DP et al.,2002).

Entre as reacBes ndo alérgicas, as mais freqientes sdo os eventos hematoldgicos,
principalmente a leucopenia, que pode ocorrer em qualquer periodo do tratamento com as
tiopurinas. A frequéncia desse efeito relatada na literatura varia entre 2 a 15% dos pacientes,
variacdo essa que se deve provavelmente ao nivel de leucometria utilizado como definigéo de
leucopenia e a dose prescrita de tiopurina nos diferentes estudos (Connell WR et al., 1993).

A trombocitopenia pode ocorrer conjuntamente com a leucopenia ou pode se
manifestar como incidente isolado. Se a contagem plaquetaria ndo melhora com a reducéo
e/ou suspensdo da terapia, deve ser avaliada a possibilidade de um efeito hepatotoxico das
tiopurinas (Dubinsky MC, 2004).

A prevaléncia média da hepatotoxicidade nos pacientes com doenca inflamatdria
intestinal tratados com azatioprina ou 6-mercaptopurina é classicamente baixa, em torno de
3% (Gisbert JP, Gonzalez-Lama Y, Mate J, 2007). Ndo obstante, a freqiiéncia desses eventos
varia significativamente de acordo com o nimero de pacientes avaliados e com o tempo de
acompanhamento.

Essas reacOes podem ser agrupadas em trés sindromes principais: hipersensibilidade,
reacdo colestatica idiossincrasica e lesdo celular endotelial, que pode determinar complicagdes
graves, tais como hiperplasia nodular regenerativa, doenca veno-oclusiva e peliose hepatica.
Parcela dos pacientes pode apresentar discretas elevacdes dos testes hepaticos
(aminotransferases), provavelmente sem implicacfes clinicas, os quais geralmente retornam
aos valores normais durante o monitoramento, sem necessidade de ajuste da dose do

imunomodulador em muitos casos (Gisbert JP, Gonzalez-Lama Y, Mate J, 2007).
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Outro efeito muito comentado € o potencial para malignidade nos individuos tratados
com tiopurinas, porém a reacdo permanece como topico polémico. O risco deriva da
observacao de que essas medicacdes foram implicadas no surgimento de casos de linfoma
ndo-Hodgkin entre pacientes com artrite reumatoide e transplantados de 6rgéaos solidos (Lewis
JD, Schwartz JS, Lichtenstein GR, 2000).

Connel e colaboradores (1994) verificaram diferenca significativa somente para
carcinoma colorretal numa populacdo de 755 pacientes com doenca inflamatoria intestinal
tratados com azatioprina, durante um periodo de 30 anos de observacdo, sendo esses casos
naturalmente relacionados a doenca de base.

Present e colaboradores (1989) relataram uma taxa de 3% de linfoma nesses pacientes,
cuja incidéncia ndo difere significativamente do esperado para a populacdo geral. Entretanto,
um estudo recente realizado na Clinica Mayo sugeriu que o tratamento dos pacientes com
doenca intestinal inflamat6ria com tiopurinas pode estar associado a um risco levemente
aumentado de linfoma associado ao virus Epstein-Barr (Daiharsh GA, Loftus Jr EV, Sandborn
WJ, 2002).

Lewis e colaboradores (2000) por outro lado, analisando o impacto da terapia com
azatioprina na sobrevida e na qualidade de vida de pacientes com doenca de Crohn, relataram
que os beneficios dessa terapia superam os riscos, incluindo o de transformacéo neoplésica.

Cumulativamente, portanto, os dados sugerem que o risco de malignidade, quando
presente, &€ muito pequeno e o beneficio geral da terapia com azatioprina /6-MP é maior que
esse eventual risco, particularmente em pacientes jovens.

Finalmente, como todo tratamento imunossupressor, a utilizagdo das tiopurinas
acarreta risco aumentado de complicacbes infecciosas, as vezes, potencialmente fatais,
sobretudo nos pacientes leucopénicos. A frequéncia relatada dessas complicacdes é de
aproximadamente 7%, sendo as infeccGes do trato respiratorio superior e inferior, inclusive
pneumonias, as mais freqlientemente observadas (7% e 3 %, respectivamente). H& relatos
também de casos de Herpes Zoster (2%) e citomegalovirose, inclusive fatais (Warman 1J et
al., 2003).

1.2.3 Eficacia Clinica na Doenga de Crohn Cortico-Dependente

A terapia baseada em imunossupressores pode reduzir ou eliminar o uso de

corticosteroides em pacientes com doenca de Crohn cortico-dependente. Os analogos da
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purina _ 6-mercaptopurina e azatioprina _ permanecem como o0 fundamento da terapia
imunomoduladora para esta indicacdo (Markowitz et al., 2000; Plevy, 2002; Su, Lichtenstein,
2004). Qualquer um destes agentes pode ser utilizado, sendo a escolha baseada, geralmente,
na experiéncia prévia do clinico. As doses de AZA mais efetivas parecem estar entre 2 a 3
mg/Kg/dia, embora ndo haja comparacGes diretas entre niveis de doses diferentes. Da mesma
forma, néo existem estudos comparando a utilizagdo de doses progressivamente escalonadas
(baseadas no peso corporal) com a prescricdo da dose de manutencéo ideal desde o inicio do
tratamento (Pannacione, 2008).

O primeiro estudo que convincentemente demonstrou a eficicia das tiopurinas na
doencga de Crohn foi publicado em 1980 por Present e colaboradores.

Vaérios outros estudos incluiram dados a respeito da habilidade dos analogos da purina
em permitir descontinuar ou reduzir as doses de esteroides, medida pela capacidade de seguir
um programa de reducdo da droga ou pelo alcance de uma dose de esteréide menor que
10mg/dia sem recidiva (Present et al., 1970; Willoughby et al., 1971; Klein et al., 1974; Ewe
et al., 1993; Candy et al., 1995). Estes estudos demonstraram que tanto a AZA quanto a 6-
mercaptopurina foram Uteis na manutencdo da remissdo clinica durante o programa de
reducdo ou descontinuacdo da prednisona. A meta-analise de Pearson e colaboradores (1995)
confirmou a efetividade dos analogos da purina para a manutengdo da remissédo clinica, bem
como seu efeito poupador de corticosterdides. Uma revisdo da Cochrane (Sandborn et al.,
2003) referendou a indicacdo destas drogas para este ultimo fim, com odds ratio de 3,86 (95%
IC,1,4-6,96).

No mais amplo estudo retrospectivo envolvendo experiéncia clinica de 30 anos com
AZA, realizado em Oxford, as taxas de remissao global foram de 45% em 272 pacientes com
doenca de Crohn de comportamento clinico diverso (Fraser, Orchard, Jewell, 2002). Fatores
favorecendo a remissdo foram a contagem leucocitaria menor (abaixo de 5.000 células mm?®)
(p=0.0001), o volume globular médio maior (p=0.0001), a idade mais avancada (p=0.05) e a
localizagdo colbnica da doenca (p=0.03). Estes autores observaram que a eficacia da
azatioprina foi razoavelmente bem sustentada durante pelo menos cinco anos.

Entretanto, esses estudos avaliaram em sua maioria, concomitantes acbes dos
corticoides e dos analogos da purina, ndo abordando especificamente, 0s pacientes cortico-
dependentes. Portanto, a proporc¢éo de pacientes cortico-dependentes tratados com AZA ou 6-
mercaptopurina que é capaz de manter a remissdo durante a regressdo gradual e retirada dos
corticdides, ndo € bem conhecida, sendo que os estudos que avaliaram o tema especifico da

cortico-dependéncia séo escassos, de pequeno tamanho e com variaveis medidas de eficécia.
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Além disso, diferencas demogréficas e geneticamente determinadas podem limitar as
generalizacOes dessas conclusdes, visto que a maior parte desses trabalhos avaliou populacGes
da América do Norte e da Europa. Nesse contexto, devemos ressaltar que o conhecido
polimorfismo genético do perfil metabolico das tiopurinas, no que diz respeito aos niveis de
atividade sérica da TPMT pode, ainda mais, interferir nos resultados do tratamento
imunossupressor com esses farmacos em populacdes, eventualmente, geneticamente distintas.

Recentemente, um estudo prospectivo aberto de nosso grupo (Chebli et al., 2007)
avaliando a AZA no tratamento de 69 pacientes com doenca de Crohn esteroide-dependente,
verificou-se que remissdo sem esterodides foi alcancada em 68% a 81% dos pacientes durante
0s primeiros 48 meses de tratamento. Interessante que a contagem leucocitaria média no final
do primeiro ano da terapia com AZA foi significantemente menor nos pacientes que
alcancaram remissdo sustentada sem esterdides comparada com aqueles ndo respondedores a
droga (5197 + 1250 vs. 8340 * 1310 leucdcitos, respectivamente; P < 0.01). Neste estudo,
AZA foi relativamente bem tolerada e a incidéncia de efeitos adversos importantes foi

pequena.

1.3 Justificativa

Em uma publicacdo prévia de nosso grupo, Chebli et al. (2007) demonstraram a
seguranca e a boa eficacia do tratamento com AZA em um numero relativamente limitado de
pacientes com doenca de Crohn cértico-dependente.

Considerando a escassa disponibilidade de experimentos prospectivos com esta droga
envolvendo pacientes com doenca de Crohn dependente de esterdides, aliado ao fato dos
estudos atualmente publicados serem limitados pelo pequeno tamanho da populacdo avaliada
ou pelo seguimento no curto ou médio prazo; e tendo em vista nossa consideravel experiéncia
clinica adquirida em um centro terciario especializado em doencas inflamatérias intestinais,
nos nos propusemos a realizar o estudo em questéo.

Este estudo prospectivo longitudinal aberto foi realizado com o objetivo de avaliar a
eficacia e seguranca da AZA em manter a remissdo clinica sem esterdides em pacientes com
doenca de Crohn estritamente definida como cortico-dependente, bem como os possiveis
fatores associados a resposta clinica sustentada. Esta pesquisa é uma extensdo do estudo
previamente publicado pelo nosso grupo (Chebli et al.,, 2007) e desenvolvido em nosso
Centro, com um periodo de acompanhamento mais longo e envolvendo quase o dobro de

pacientes.



2 OBJETIVOS

Avaliar em pacientes com doenca de Crohn cortico-dependente:

a) A eficécia e seguranca, no longo prazo, do tratamento com AZA para a manutencao

da remissdo sem corticoides.

b) Os possiveis fatores associados com a resposta clinica sustentada a AZA.

c) Tempo para a retirada completa dos esterdides.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Selecéo de pacientes

Durante o periodo de Janeiro de 1997 a Outubro de 2006 pacientes adultos com
doenca de Crohn cortico-dependente e acompanhados no ambulatério de Doengas
Inflamatorias Intestinais do Hospital Universitario da Universidade Federal de Juiz de Fora
(HU-UFJF) foram admitidos para o estudo apds a assinatura de um termo de consentimento
livre e informado. O protocolo do estudo, por sua vez, foi definido em concordancia com a
declaracdo de Helsinki e foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa da mesma instituigéo.

O diagndstico de doenca de Crohn foi baseado nos critérios clinicos, radioldgicos,
endoscédpicos e histoldgicos geralmente aceitos para a doenca (Nikolaus, Schreiber, 2007).

Pacientes foram arbitrariamente descritos como portadores de doenga de Crohn
cortico-dependente, se eles apresentaram uma resposta clinica parcial ou completa ao
tratamento com prednisona (40-60mg/dia) e mantiveram a doenca em remissédo clinica com o
uso continuo de esterdides, necessitando de uma dose diaria minima de 15mg/prednisona ou
quando tivessem tido recidiva clinica dos sintomas durante pelo menos duas tentativas de se
descontinuar a terapia com corticosterdide dentro de 6 meses antes de sua inclusdo no estudo.

Os critérios de inclusdo no estudo foram: idade > 18 anos; Indice de atividade da
doenca de Crohn (IADC) < 150 pontos; cortico-dependéncia; necessidade de 15-
60mg/dia/prednisona para o controle dos sintomas, e aqueles pacientes com dose estavel de
prednisona > 15mg/dia por no minimo 4 semanas antes da entrada no estudo (exceto durante
periodo de regressdo gradual da terapia). Os pacientes poderiam estar em uso de tratamento
concomitante com é&cido 5-aminosalicilico (5-ASA) em dose estavel por no minimo 4
semanas antes da inclusdo e em tratamento com antibidticos direcionados a doenca
inflamatoria, com dose estavel por no minimo 2 semanas prévias a inclusdo no estudo.

Os critérios de exclusdo foram: idade<18 anos ou >65 anos; evidéncia radioldgica de
doenca fibroestendtica no periodo de 6 meses antes da entrada no estudo; estenose intestinal
sintomatica; sindrome de intestino curto; presenca de estomas; complicacdes sépticas; ou uma
doenca grave necessitando de terapia com corticosterdide parenteral, hospitalizacdo ou
cirurgia.

Os pacientes foram também excluidos se possuissem histdria atual ou pregressa de
malignidade, displasia colonica, infeccdo ativa e/ou grave nos ultimos trés meses ou co-
morbidades clinicamente significativas. Foram excluidas as pacientes gravidas ou lactantes; e

em caso de mulheres férteis foi necessario o uso de métodos efetivos de contracepcéo.
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Finalmente, pacientes que previamente receberam terapia anti-TNF alfa, ou com outros

imunossupressores foram também excluidos.

3.2 Regimes de tratamento

Pacientes que preencheram os critérios de inclusdo e que concordaram em participar
do estudo tiveram adicionado & terapia esterdide, AZA na dose inicial de 50mg/dia pelos
primeiros 15 dias, apds a coleta de um leucograma basal.

A terapia com AZA foi iniciada objetivando-se uma dose alvo de 2-3mg/Kg/dia. Apés
15 dias de tratamento, se a contagem leucocitaria permaneceu acima de 10.000/mm?, a dose
inicial foi aumentada em 25mg a cada duas semanas, com monitorizacéo pelo leucograma até
a contagem leucocitéria cair abaixo de 10.000/mm?® ou a dose-alvo ser atingida. No paciente
incomum, com contagem leucocitaria basal <10.000/mm? a dose inicial de AZA foi mantida
em média por oito semanas quando em geral iniciAvamos a retirada do corticoide, juntamente
com o aumento gradual da dose de AZA de acordo com o esquema ja descrito, sob
monitorizacdo hematoldgica até a dose alvo de 2-3mg/Kg/dia ou o leucograma global de
aproximadamente 4.000/mm?.

A dose pode ser ajustada para previnir leucopenia grave ou trombocitopenia. Além
disso, a AZA foi suspensa ou a dose foi reduzida em caso de febre, doenca concomitante ou
toxicidade relacionada a droga. Geralmente, ap6s oito semanas como ja comentado,
iniciavamos o esquema de regressdo gradual do corticdide até a retirada completa se a
condicdo clinica do paciente permanecesse estavel. Tentativas sistematicas para retirada da
corticoterapia foram feitas em todos os pacientes de acordo com um esquema pré-definido.
Pacientes com dose de prednisona maior que 40mg/dia iniciavam reducdo de sua dose em 5
mg a cada semana, enquanto pacientes recebendo uma dose entre 40 e 20 mg/dia, reduziram
sua dose em 2,5 mg a cada semana; e aqueles recebendo prednisona em dose inferior a 20
mg/dia, reduziram em 2,5 mg a cada duas a trés semanas. Em caso de recidiva dos sintomas
durante a reducdo da dose da terapia corticosterdide, a mesma foi aumentada para 0,8 a 1,0
mg/k/dia. Apds esse aumento da dose, a prednisona foi novamente reduzida seguindo o
mesmo esquema inicial ou em taxa ligeiramente mais lenta. Pacientes que também
necessitaram de reintroducéo precoce da prednisona apos a sua retirada, seguiram 0 mesmo

esquema de conduta. Uma vez tendo sido a prednisona descontinuada, a AZA foi mantida
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indefinidamente. Tratamento sintomatico com antidiarreicos, antiespasmodicos e
antisecretores foi permitido.

Discusséo detalhada das vantagens e desvantagens do uso continuo de AZA foi feita
com cada paciente a cada seis meses durante o curso do tratamento.

Falha terapéutica foi definida como: necessidade de terapia de resgate (tratamento com
infliximabe ou cirdrgico); piora dos sintomas necessitando aumento na dose basal de
prednisona apos seis meses de AZA (tempo O dose); impossibilidade de reducdo de pelo
menos 50% da dose inicial de corticoide apOs seis meses de terapia com AZA; ou 0
desenvolvimento de quaisquer efeitos adversos idiossincrasicos demandando a suspensao da
AZA. Em qualquer ocasido, durante o acompanhamento, pacientes que progrediram de
resposta sustentada para resposta parcial ou ndo resposta foram considerados com falha a
terapia com AZA a partir daquele momento.

Resposta parcial a AZA foi definida quando foi possivel a reducéo de pelo menos 50%
da dose basal de prednisona, assim como a manutencdo de uma dose diéria menor que 15mg
de prednisona e remissao clinica com CDAI abaixo de 150 pontos.

A avaliacdo da dose de corticéide foi feita em intervalos anuais apds o inicio do

tratamento com AZA.

3.3 Desenho do estudo e seguimento

O desenvolvimento do estudo se caracterizou por ensaio prospectivo, observacional,
aberto conduzido por um periodo de 10 anos, incluindo uma entrevista inicial duas semanas
antes do inicio da terapia com AZA. Na admissao, foram avaliados critérios de elegibilidade,
dados demogréficos, caracteristicas relacionadas a doenca e as medicagdes em uso.

Também amostras de sangue foram coletadas para avaliagdo hematoldgica e
bioquimica. Os dados demogréaficos e clinicos relevantes registrados foram: sexo, idade, raca
(branca e ndo branca), duracdo da doenca, histdria cirargica e tabagismo. A localizacdo da
doenca foi definida de acordo com a classificacdo de Vienna (Gasche, Scholmerich,
Brynskov, 2000). A atividade da doenga foi avaliada pelo escore IADC na entrada do estudo
(Best et al., 1976) e a cada trés meses por todo o periodo do estudo. Contagem inferior a 150
pontos indicou remissao clinica e pontuacdo mais elevada indicou doenca ativa.

Pacientes foram orientados a usar um diario para registrar os escores de I1ADC, dose
de AZA e prednisona e outras medicacGes concomitantes, presenca de sintomas e ocorréncia

de possiveis efeitos adversos previamente a cada consulta clinica. Pacientes foram avaliados
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clinicamente a cada mes, durante 0s primeiros seis meses e apds, a cada dois a trés meses, de
acordo com o julgamento clinico. Todos os pacientes se submeteram a monitorizacdo
laboratorial de rotina para verificacdo de potencial toxicidade durante o tratamento. Foram
realizados hemograma, dosagem de amilase e transaminases no momento da inclusdo, com
monitorizacdo subsequente de leucograma a cada duas semanas nas primeiras oito semanas e,
depois a cada dois meses por toda a duragdo do tratamento, e as transaminases foram
avaliadas a cada trés meses, indefinidamente. A determinacdo da amilase sérica foi feita
durante os primeiros trés meses ou se dor abdominal significante ocorresse durante o curso do
tratamento com AZA. Além disso, os pacientes foram alertados a retornarem prontamente
para avaliacdo clinica em caso de febre ou qualquer outro sinal de infec¢do. Leucopenia foi
definida como leucograma global menor que 3.000 célulass/mm?® e leucopenia grave menor
que 2.000 células/mm? e linfocitopenia quando a contagem linfocitaria foi menor que 800
célulassmm®. Trombocitopenia foi definida como contagem plaquetaria menor que 100.000
células/mm?®.

Os pacientes foram retirados do estudo por quaisquer das seguintes raz@es: nao
aderéncia, solicitacdo do paciente, infeccdo grave, niveis séricos de transaminases
persistentemente anormais (acima de trés vezes o valor de referéncia), leucopenia ou
trombocitopenia persistentes (>12semanas), exacerbacdo significativa dos sintomas
requerendo terapia de resgate, reacdes de hipersensibilidade ou cirurgia iminente.

3.4 Medidas de evolucao

3.4.1 Medidas de eficacia primaria

O parametro primario para a determinacdo da eficdcia da droga no estudo foi a
proporcdo de pacientes cortico-dependentes com resposta sustentada a terapia com AZA ao
final de 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84, 96, 108 e 120 meses apos o inicio da medicacdo. Resposta
sustentada foi definida como a retirada completa da terapia com prednisona e manutencao dos
valores do IADC menores que 150 pontos, sem necessidade de reintroducdo de esterdide

durante pelo menos um ano subsequiente.
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3.4.2 Medidas de eficacia secundaria

Os principais pardmetros de eficicia secundaria foram o tempo necessario para a
retirada completa dos esterdides e a avaliacdo da seguranca do uso de AZA, através da analise
da incidéncia de eventos adversos e das alteracdes nos testes laboratoriais de rotina realizados
durante o acompanhamento.

As medidas de eficicia foram avaliadas em todos os pacientes que receberam pelo

menos uma dose de AZA (populacéo intengéo de tratar).

3.5 Analise estatistica

A analise estatistica foi feita utilizando-se o programa SPSS14.0 (SPSS, Chicago, IL,
USA). As variaveis quantitativas foram expressas como mediana e varia¢cfes ou como meédia
e desvio padrdo, quando normalmente distribuidas. Comparacgdes entre 0s grupos de resposta
sustentada e falha terapéutica, assim como as relagdes possiveis entre a resposta completa a
AZA com dados demograficos, relacionados a doenca ou laboratoriais basais, foram
analisadas utilizando o teste T de Student, teste do Qui-quadrado e o teste ndo paramétrico de
Mann-Whitney, quando apropriados. Essas analises foram feitas baseadas na popula¢do com
intencdo de tratar (isto €, todos pacientes que receberam pelo menos uma dose de AZA e se
submeteram a avaliagdo basal).

As contagens leucocitarias e linfocitarias foram calculadas em intervalos anuais de
acompanhamento. Probabilidades de remissdo sustentada foram avaliadas pela analise da
Tabela de Vida. Todas as variaveis significativas determinadas pela analise univariada foram
consideradas em um modelo de regressao logistica incondicional para determinar se relacdes
independentes ocorreram entre as varidveis. A influéncia de variaveis concomitantes com o
tempo de remissdo livre de esterdides foi determinada pelo modelo proporcional de
casualidade de Cox. Para comparagéo, o nivel de significancia estatistica foi o valor de p<
0,05.



4 CONCLUSOES
Em pacientes com doenca de Crohn cortico-dependente:

1. A terapia com AZA constitui uma expressiva opgédo no tratamento destes pacientes por
periodos de até 10 anos, com razoavel eficacia clinica e bom perfil de seguranga.

2. Os pacientes que desenvolvem uma reducgdo persistente na contagem leucocitéaria
(particularmente o leucograma global <6.000 células/mm?®) durante a terapia com
AZA sdo os que mais provavelmente irdo obter remissdo sustentada livre de
esterdides.

3. A retirada dos esterdides ocorreu em media seis meses apds o inicio da terapia com

AZA.
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Summary

Studies assessing théétﬁcwcy of azathioprine in steroid-dependent patients with Crohn’s disease
are scarce. The aim of this study was to assess the long-term efficacy and safety of azathioprine, and
factors asaocmtcd w1th sustained response, in steroid- dcpendent patients with Crohn’s disease.

In this pr 0<pecuve ; fadult stemld -dependent subjects with Crohn’s disease re-
ceiving azathiopring therapy were asses d over a 10-year period. Azathioprine dosage was adjust-
ed according to clinical response and occurrence of adverse events. Median treatment duration
was 83 months Steroid therapy was: tapeled according to protocol.

Attotal of 106 subjects wer included. The proportion of subjects remaining in sustained steroid-
free remission at 12, 24, 36, 48, and 60 months was 0.61, 0.73, 0.72, 0.70, and 0.70, respectively.

- Thereafter, the rate of weaning from steroids decreased gradually, reaching a nadir of 0.41 at 108
~ months. Median time to complete steroid withdrawal was 6 months. Demographic, azathioprine

dose, and discase-related data did not correlate with remission. By multivariate analysis, only de-
creased mean leukocyte count during follow-up was independently associated with steroid-free re-
mission (P=.001). Subjects who achieved an annual mean leukocyte count <6 000/mm? were more
likely to sustain steroid-free remission (P=.01). Serious adverse events in response to azathioprine
were uncommon.

Azathioprine therapy offers a meaningful option in the management of steroid-dependent Crohn’s
disease for up to 10 years. A persistent decrease in leukocyte count may provide a surrogate mark-
er of sustained steroid-free response.
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BACKGROUND

Crohn’s disease (CD) is a chronic, multisystem, relapsing
disorder of unknown etiology with a worldwide distribution
[1,2]. Although there is no curative therapy, long-term clin-
ical treatment of CD is targeted toward inducing and main-
taining disease remission, preventing or reducing disease-
related complications, and improving patient quality of life
[3]. Corticosteroids remain one of the most effective ther-
apies of medical treatment for moderate to severe exacer-
bation of CD [4]. Corticosteroid treatment allows for rap-
id control of disease activity, and symptoms are relieved in
many patients with CD [5,6]. However, a substantial pro-
portion (28% to 36%) of patients that respond initially to
corticosteroids is unable to support withdrawal without re-
lapse [7-9]. In addition, corticosteroid use is associated with
arange of well-known adverse effects, especially after long-
term treatment [4,6]. Hence, corticosteroid dependence
in patients with CD is an important clinical problem, and
maintenance of steroid-free remission is a major issue for
these patients [10].

Azathioprine (AZA) is considered a first-line immunosup-
pressant in patients with CD who become dependent on

glucocorticoids [10-12]. Several studies with thiopurine. .

analogs have demonstrated a steroid-sparing effect of this

drug class when used concomitantly with corticosteroids .

[18-17]. A Cochrane review confirmed the ability of these

immunomodulators to aid in steroid discontinuation, with

an odds ratio of 3.86 (95% confidence interval, 2.14-6. 96)
[18]. Once data are derived from countries other than North
American or Europe, demographic and disease-related fac-
tors, as well as genetically determined pharmacodynamic
differences, may limit the generalization of these findings.
In addition, predictive factors-of sustained steroid-frec re-

sponse in patients with CD and taking AZA are unknown,

Moreover, long-texm clinical trials assessing the specific is-
sue of corticosteroid-dependence are scarce and small in

size, and outcome measures used in different studies 3 vzny

considerably [19, 20}

Therefore, we aimed td assess the long-term efficacy and
safety of AZA in maintaining steroid-free remission and
factors associated with sustained clinical response in strict-
ly defined steroid-dependent CD. This is an extension of
a previously published study [21] developed at our center,
with a longer follow-up period and nearly twice the num-
ber of patients, In addition, new findings related to this is-
sue are described.

MATERIAL AND METHODS

Patient recruitment

During the period January 1997 to October 2006, adult out-
patients of the Inflammatory Bowel Disease (IBD) Center at
the University Hospital of the Federal University of Juiz de
Fora (HU-UFJF), Brazil, presenting with corticosteroid-de-
pendent CD were enrolled consecutively. Diagnosis of CD
was based on generally accepted clinical, radiologic, endo-
scopic, and histologic criteria [22]. Patients were arbitrarily
described as steroid-dependent if they previously showed a
partial or complete clinical response to treatment with pred-
nisone (40-60 mg/day) and had symptoms controlled only

by continued use of systemic steroids, requiring a daily oral
dose of at least 15 mg prednisone, or had already undergone
2 failed attempts to discontinue steroids within 6 months
before their inclusion in this study. Key inclusion criteria
were: age 18 years; Crohn’s Disease Activity Index (CDAI)
score <150 points; requirement of 15 mg/day to 60 mg/day
prednisone to control symptoms; steroid-dependency; and
stable prednisone dosage (except during attempted taper-
ing) for at least 4 weeks before entering this study. Patients
were eligible if they had been receiving concomitant treat-
ment with 5-aminosalicylic acid (5-A54), as long as the dos-
age had been stable for 4 weeks before inclusion, and if they
were taking IBD-directed antibiotics with a stable dose for
the 2 weeks prior to study inclusion. Exclusion criteria were:
age <18 years or >65 years; radiologic clues of fixed, non-
inflammatory bowel obstruction within 6 months prior to
study entry; symptomatic stenosis or strictures; short-howel
syndrome; presencé of stomas or septic complications; or
a severe disease requiring parenteral corticosteroid thera-
py, hospitalization, or immediate surgery. Patients were also
considered ineligible if they had a current or previous his-
tory of ne()plasm or colonic dysplasia, active infection, seri-
ous infections in the preceding 3 months, or clinically sig-
mﬁcant comorbidities. Pregnant or breast-feeding women
weré excluded, and those of child-bearing potential were

~.required to use effective means of contraception. In addi-
‘tion, patients who previously received anti-tumor necrosis
factor (TNF)-o, therapy, thalidomide, or other immunosup-

pressive drug were excluded.

The study protocol was defined in accordance with the dec-
laration of Helsinki and was approved by the Human Use
Investigation: Committee of our institution. All patients
mgned a freely informed consent form before being ad-
mttc  to this study.

. Treatment regimens

* Patients who fulfilled the inclusion criteria and who agreed

to enter the trial had AZA added to steroid therapy at an ini-
tial dosage of 50 mg/day for the first 15 days, after a base-
line complete blood count (CBC). Tailoring of AZA therapy
was performed during treatment, aiming for a target dose
of 2 mg/kg to 3 mg/kg per day. After 2 weeks of AZA ther-
apy, if the white blood cell (WBC) count remained above
10 000/mm?, the dose was increased by 25 mg at 2-week in-
tervals, with CBC monitoring, until the WBC count was be-
low 10,000/mm?® or the target dose based on body weight
was achieved. The dosage could be adjusted to prevent se-
vere leukopenia or thrombocytopenia. In addition, AZA
was withheld or the dose was reduced in the event of fe-
ver, concurrent disease or drug-related toxicity. Generally,
after 8 weeks, we gradually attempted to taper steroid use
until withdrawal if the patient’s condition remained sta-
ble. Systematic attempts were made to withdraw cortico-
steroids from all patients according to a predefined sched-
ule. Patients receiving a prednisone dose above 40 mg/day
were allowed to decrease their dose by 5 mg every week,
whereas patients receiving a dose between 40 mg/day and
20 mg/ day decreased by 2.5 mg every week; those recciving
a prednisone dose below 20 mg/day decreased by 2.5 mg
every 2 to 3 weeks. In the event of relapse of symptoms in
the course of steroid tapering, the dose of prednisone was
increased to 0.8 mg/kg to 1.0 mg/kg per day. After this
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dose increase, prednisone was again tapered at the same
or a slightly lower rate. Patients who also required early re-
introduction of prednisone after withdrawal followed the
same schedule of management. Once prednisone was dis-
continued, AZA was to be maintained at the same dose in-
definitely. Symptomatic treatment with antidiarrheal, spas-
molytic, or over-the-counter antacid agents was allowed. A
detailed discussion of the advantages and disadvantages
of continued AZA use was held with each patient every 6
months during the course of treatment.

Treatment failure was defined as: the need for additional
salvage therapy, such as the use of infliximab or surgery;
worsening of symptoms, requiring an increase in baseline
prednisone dose after 6 months of AZA [the time 0 dose];
impossibility of reducing the initial prednisone dose to at
least 50% of the initial dose after 6 months of AZA therapy;
or the development of any idiosyncratic adverse effects de-
manding withdrawal of AZA. At any occasion during follow-
up, patients who had progressed from sustained response
to partial or no responsive were considered to have experi-
enced failure to AZA treatment.

Partial response to AZA was defined as »50% reduction of

the prednisone dose, as well as a daily dose of prednisone;

<15 mg and maintenance of CDAI score at <150 points.
Assessment of steroid dosage was performed at 12-mont
intervals after initiation of AZA treatment. :

Study design and follow-up

The trial design was an open-label, prospective study. The
study was conducted over a 10-year period;including an

entry screening visit 2 weeks prior to the initiation of ther- .

apy. At entry, cligibility criteria‘tvere assessed, demograph-

ic and disease-related characteristics and ‘current medica .
tions were recorded, and blood samples were obtained for

hematologic assessment and clinical chemistry. The follow-

ing relevant demographic data were evaluated: sex, age, and -
race (white vs nonwhite). Disease duration, surgical histo-

ry, and cigarette use were also recorded. The location of
the disease was described according to the Vienna classifi-
cation [23]. Discase activity was evaluated according to the
CDAT score [24] at baseline and every 3 months throughout
the study period. Scores <150 indicated remission, whereas
higher scores indicated active disease.

Patients were instructed on the use of diary cards to record
CDAI scores, AZA intake, intake of prednisone and other
concomitant medications, presence of symptoms, and occur-
rence of adverse effects prior to each clinical visit. Patients
were evaluated clinically every month for the first 6 months
and then at 2- to 3-month intervals, according to clinical judg-
ment. All patients underwent routine laboratory monitoring
for potential toxicity during treatment. Baseline CBC, serum
amylase, and liver function tests were assessed, and to mon-
itor myelo-and/or hepatotoxicity in response to AZA, sub-
sequent testing consisted of CBC every 2 weeks for 8 weeks
and then every 1 to 2 months for the duration of therapy,
and serum transaminases was assessed every 3 months in-
definitely. Determination of serum amylase was performed
during the first 3 months or if significant abdominal pain
developed over the course of AZA therapy. In addition, pa-
tients were advised to report promptly if a sore throat or

any other signs of infection occurred. Leukopenia was de-
fined as a WBC count <3.0x10°/L, severe leukopenia as a
WBC count <2.0x10°/L, and lymphopenia as a lymphocyte
count of <800 cells/mm?; thrombocytopenia was considered
at a platelet count <100 000x10°/L. Patients were withdrawn
from the study for any of the following reasons: nonadher-
ence; patient’s request; development of severe infection;
persistently abnormal serum transaminase level; persistent
(>12 weeks) leukopenia or thrombocytopenia; marked ex-
acerbation of symptoms requiring rescue therapy; reactions
of hypersensitivity to AZA; their own dec; N to not contin-
ue to participate; or imminentsurgery. .

Outcome measures
Primary outcome measure

The primary outcome parameter for determination of drug
cfficacy was the proportion of corticosteroid-dependent pa-
tients with sustained response to AZA therapy at the end
of 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84, 96, 108, and 120 months after
initiation of medication. Sustained response was defined
aS:c‘DmpleLe‘ steroid discontinuation and maintenance of
CDAI score <150 points without new steroid requirements
duringat least 1 whole year of follow-up.

Secondary outcome measures

The main secondary efficacy endpoints included the time
to complete steroid withdrawal and evaluation of safety of
AZAuse. Safety was evaluated in terms of incidence of ad-
verse events and ¢hanges in routine laboratory test results.
Oll_tcorricrlncasures were assessed for all patients who took

“oatleast ] dose of AZA (intention-to-treat population).

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using SPSS 14.0 (SPSS,
Chicago, IL, USA). Quantitative variables were expressed
as median and range or as mean = standard deviation (SD)
when normally distributed. Comparisons between the sus-
tained response and failure groups, as well as possible rela-
tions between sustained response to AZA and demographic,
disease-related, or baseline laboratory data, were analyzed
using the parametric Student ¢ test, chi-squared test, and
nonparametric Mann-Whitney test, as appropriate. These
analyses were performed based on the intention-to-treat
population (ie, all patients who received at least 1 dose of
AZA and underwent baseline evaluation). Mean leukocyte
and lymphocyte counts were calculated at 12-month inter-
vals during follow-up. Probabilitics of sustained remission
were evaluated by life table analysis. All variables determined
by univariate analysis were considered in an unconditional
logistic regression model to determine if independent re-
lations occurred between variables. The influence of con-
comitant variables on time to steroid-free remission was
determined by Cox proportional hazards model. For com-
parison, the level of statistical significance was set at P<.05,
and all reported Pvalues are 2-tailed.

RESULTS

Of 437 adult patients with CD regularly followed-up in the
IBD Center at HU-UEJF, 314 (72%) did not satisfy the eligi-
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Table 1. Demographic and disease-related characteristics and baseline leukocyte count in corticosteroid-dependent patients with Crohn’s disease,

according to azathioprine response,

Characteristics S"Sta"zﬁi;"“)""“‘e* Pa'ﬁ(“n'z";g’)“se (F:'z";';) PValue**
Sex (F/M) n (%) 24127 (47/53) 8/10 (44.4/55.6) 20/17 (54/46) 35
Age (yr)*** 38112 36.7+12.8 382492 97
Smoker n (%) 10 (19.6) 3(16.6) 816 o 8
Disease location (L1/L2/L3) (n) 19/14/18 6/7/5 1’4‘/10(‘13 & X
Disease duration (mo)*** 8182702 734483 4B 0
Previous abdominal surgery n (%) 21(41.2) 4(22.2) 3 (43 3) o 85
Previous median du(rra:g;n of steroid therapy 113 (5-14) N e 10‘ by .
Initial median daily dose of prednisone (mg) 29 (15-50) 25(15-40) i ‘:27.5 (15-60) .88
Concomitant therapy with 5-ASA n (%) 15(29.4) 7(38.8) 9(24.3) .69
Median dose of AZA (mg/kg/day) 2.6 (1.5-3.2)% . 24 (1';8:—2‘.9),; ; 2.9(1.9-33) 95
Leukocyte count (mm?)*** 102803 320 9704430 101903210 88
(DAl scoret 102438 €3,

5-ASA - 5-aminosalicylic acid; AZA — azathioprine; CDAI — Crohn’s Disease Actfwtylnd‘ex

92427 98:+42 89

* Patients remaining in sustained response up to the first clm|ca| relapse % P value compares sustamed response versus failure groups; *** Mean

+standard deviation; f Range.

bility criteria, and 17 declined to participate (a loss of 14% of
those originally eligible). The most common reasons for re-

fusal were lack of interest (6); 4 had no explanauon fornon-

participation, and 7 refused to participate aftcr reading the

informed consent. Thus, 106 patients (86% ofchglblcsub: A

jects) were prospectively included. The group consisted of
45 (42%) men and 61 (58%) women (mean age 36.3 years;
range 18-65 years). Pretrial demographic and clinical char-

acteristics of the patients are listed in Table 1. The duration

of AZA therapy was 83 months (range 12-120 months). No
patient was lost fo follow-up while on AZA therapy.

Clinical efﬁéa(iy :

The proportion of patients remaining in sustained steroid-
free remission at 12, 24, 36, 48, and 60 months was 0.61,
0.73,0.72, 0.70, and 0.70, respectively (Figure 1). Thereafter,
the rate of remission without steroids decreased modestly,
reaching a nadir (0.41) at 108 months. In 65 patients with
sustained response to AZA during the first 12 months, me-
dian time until complete steroid withdrawal was 6 months
(range 3-10 months). Withdrawal was achieved during the
first 8 months in all except 2 cases.

The 2 groups — sustained response and failure — were com-
parable according to demographics, dose of AZA, and dis-
ease-related characteristics (Table 1). Likewise, there was
no statistically significant difference in baseline mean WBC
count between these 2 groups. By multiple logistic regres-
sion, the single variable that was independently related to
sustained steroid-free remission was mean leukocyte count
during follow-up period (P=.001). Subjects who achieved an
annual mean leukocyte count of less than 6 000 cells/mm?

-m- Sustained response
—a— Partial response
-0~ Failure

0.8 7

S 2
o A
.

054

ot
o
L

0.2 4
0.1
0.0

Cumulative proportion”
(=]
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1224 36 48 60 72 84 96 108 120

Patients 106 86 84 82 77 66 59 42 34 26
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i |
nterva Duration of azathioprine therapy (Mo)

Figure 1. Cumulative proportion of steroid-dependent patients with
Crohn disease with sustained or partial response or failure
to azathioprine.

were more likely to sustain steroid-free remission (P=.01)
(Figure 2). Conversely, there was no difference in annual re-
mission rate between subjects who developed lymphopenia
compared with those without lymphopenia (Figure 3).

Safety

Table 2 shows the frequency of adverse events observed
during the study and the approaches taken. Adverse effects
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Figure 2. Analysis of the proportion of steroid-dependent patients
with Crohn disease maintaining sustained remission
without steroids during azathioprine therapy in relation to
annual mean white blood cell (WBC) count over the course
of treatment. Patients that achieved an annual mean WBC
count of less than 6 000 mm? were more likely to stay in
steroid-free remission (P=.01).

—a- <800m*
-& >800 m*

12 24 36 48 60 72 84_596 108 120
106 86 84 82 77 66 59 42 34 26
Patients i o

entering

interval Durat:i,onyof azéthioprine‘therapy (Mo)

Figure 3, Analysis of the proportion of steroid-dependent patients
 with Crohn disease maintaining sustained remission
without steroids during azathioprine therapy in relation to
_the ot;u;_rence of lymphopenia during treatment. There was
" nodifference in relapse rates between patients with and
-"without lymphopenia.

Table 2. Short- and long-term adverse effect of azathioprine‘du‘rin'gt’r:eatfnent of cofticosterqid-dgpéndent patients with Crohn disease (n=106).

Patients, n (%)**

Median duration

Adverse effect of azathioprine therapy (Mo) Range Approach (Mo)
Leukopenia 2% (24.5) § ‘7'»,_39 4 2-102 Dose reduction
Lymphopenia 2 (207) ; il 5-96 None
Nausea or vomiting ' - v
Mild 17 (16) n 190 Dosereduction
Severe 47 (66) 05 05-15  Withdrawal
Rurti . B 19 569 None
Mild elevatio‘rjs of Ijvés‘e’nzym‘eé d 6 (57 28 7-66 None
Thrombbcytppgpia 5 4.7 31 18-64 Dose reduction
Abdominal pkain 4 (38) 12 1-3 Withdrawal
Acute pancreatitis 4 (3.8 1.4 0.5-3.0 Withdrawal
Herpes zoster 3 (28) 22 19-23 None
Fever and muscle ache 3 (28 0.5 = Withdrawal
Toxic hepatitis 2 (18) 3 - Withdrawal
Pneumonia 2 (18 62 44-80 Withdrawal
Veno-occlusive hepatic disease 1 (09 48 - Withdrawal
Overall adverse events 46 (43.4) = = =

* Rurti: recurrent upper respiratory tract infections; ** Some patients experienced more than 1 adverse effect in response to azathioprine.

were reported in 46 subjects (43.4%), of which 18 (17% of
the total group) had to discontinue AZA therapy. Reasons
for withdrawal from treatment owing to adverse events pre-

dominantly included severe nausea or vomiting, acute pan-
creatitis, or abdominal pain. These hypersensitivity adverse
reactions were observed within 2 to 3 months of treatiment,
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and all symptoms and signs resolved within an average peri-
od of 5 days after AZA withdrawal. Leukopenia was the most
frequent adverse cffect, recorded in 26 patients (25%), of
which 5 (5% of the total group) presented with severe leu-
kopenia. A mean of 3 episodes of leukopenia per patient
(range 1-13) was noted during follow-up. Leukopenia was
observed at 2 median of 39 months (range 2-102 months)
after initiation of AZA treatment. The median duration of
leukopenia was 8 weeks (range 4-12 weeks). Azathioprine-
induced myelotoxicity was managed successfully either by
briefly lowering the dose (n=26) or temporarily discontinuing
the medication (n=5). In the majority of patients, the same
dosages or a modestly lower dose were later tolerated with-
out substantial depression in WBC or platelet counts during
follow-up. Two patients (2%) developed pneumonia while
taking AZA, despite normal leukocyte count. Both were suc-
cessfully managed with oral antibiotics along with temporary
discontinuation of AZA therapy. None of the patients expe-
rienced severe infections, and no neoplasms were observed.
No patients died as a result of AZA-related toxicity.

Discussion

Results of this study highlight the magnitude of long-term
beneficial effects of AZA for the maintenance of sustained

steroid-free remission in Brazilian patients with strictly ste-
roid-dependent CD. The results show that sustained remis=

sion without steroids was attained in a considerable propor-

tion of the cases, especially during the first 5 years of AZA'

treatment. However, life table analysis demonstrated ‘that
AZA was efficient for up to 10 years of therapy: Thus,
possible to speculate that the effectivenéssof AZA may re-
main indefinitely, at least for some paticnis with C‘D}f '

Previous studies demonstrated asteroid-sparing: eLfect of AZA

[25-27]. Nevertheless, none of these studiesmade specific
mention of strictly :Leml(kdepcndent patients. One recent
European trial [20], assessing a smaller group of steroid-

dependent CD subjects on' AZA, reported a steroid-freere-

mission rate of 59% at 12 months. This finding is similar to
the rate of rentission wnhout steroids of 61% in our present
study at Lhe end of a l-year period of AZA treatment.

No dcmographlc variables or clinical characteristics at base-
line were predictive of a sustained response to AZA at the
end of treatment. Although leukopenia is not required for
clinical efficacy of AZA in patients with active IBD [28-30],
in our present study, patients who developed a persistent de-
crease in mean leukocyte count (ic, <6 000 cells/mm®) dur-
ing the follow-up period were more likely to sustain steroid-
free remission. It is valuable to highlight that both groups,
those who showed a considerable decrease in annual mean
leukocyte count and those who did not, were well matched
dermographically. Furthermore, CD-related characteristics
as well as AZA dosage were similar in both groups. Although
we cannot exclude the possibility that the higher WBC
count observed in nonresponders to AZA was in response
to persistent inflammatory bowel activity, it is possible that,
atleast for a subgroup of AZA responders, a substantial de-
crease in absolute leukocyte count might be a surrogate in-
dicator of intraerythrocyte thioguanine nucleotide level. It
is well known that the development of leukopenia during
AZA treatment occurs in response to a high intracellular 6-
thioguanine level [20]. In addition, some studies have re-

ported that patients with IBD who respond to thiopurine
therapy have higher concentrations of 6-thioguanine than
those who were nonresponsive [31,32]. This theory must
be confirmed in future studies because an association be-
tween 6-thioguanine metabolite levels and WBC count was
not confirmed in 2 previous trials [33,34]. Furthermore,
other studies have failed to show a correlation between ab-
solute leukocyte count and AZA efficacy [35]. In the mean-
time, from a practical point of view, it 13 possible to state
that in patients with CD and receiving AZA:therapy, a de-
crease in WBC count, maintained over a'pcriod of sever-
al months, may portend sustained steroid-free remission.
Some patients who did not .show a substantial decrease in
absolute leukocyte count may- btlﬂ go into steroid-free re-
mission in the subsequent months.

Of note, none of our patients attained sustained remission
after 10 months of AZA use. Thus, it is likely that, for pa-
tients who do not show a clinical bencfit of AZA therapy after
10 months of starting treatment, another therapeutic plan
must be. implemented. Itis noteworthy that refractoriness to
AZA was observed throughout the entire study period, de-
spite continuous immunosuppressive treatment, that is, even
though a patient may have responded well to AZA therapy

- atfirst, they might have become refractory to it later.

‘ VAhigh' overall incidence (43.4%) of adverse effects in re-
“sponse to AZA was observed in our trial. The majority of

subjects experienced mild adverse events while on AZA.
Serious adverse events requiring withdrawal from the study
occurred for 17% of subjects. This rate is consistent with
ﬁndint{s of other investigators [35-37] who reported that, in
patients with IBD treated with thmpurmcs up to 20% had

o dxscontmue drug therapy owing to the occurrence of ad-

rerse events. Similar to data from other studies [35,38,39],
myelosupplcssmn was the most common tox1c1ty associat-
edwith AZA, and leukopenia was the most common pre-

~sentation of this hematologic effect. The reported frequen-
"¢y of leukopenia during AZA. therapy varies, depending on

the definition of leukopenia and the dose prescribed. In
the current study, myelotoxicity was observed at a median
of 39 months after initiation of AZA treatment. Because
bone marrow suppression may occur at any time during
treatment [36], routine monitoring of blood count every
1 to 2 months is recommended for as long as the patient
is treated with AZA [40,41]. Of note, although lymphope-
nia has been a prominent finding of AZA therapy, lympho-
cyte count was not useful in predicting clinical outcome in
the present study.

Although the optimal duration of AZA treatment in CD is
controversial, it should be mentioned that in the current
study, continuation of AZA was beneficial over an extend-
ed, 10-year follow-up period. At present, the decision to con-
tinue AZA therapy indefinitely should be individualized.
However, our findings are concordant with those of anoth-
er study that found that when the benefit of thiopurine ana-
logue therapy in CD was weighted against adverse events in
a statistical model, the benefits appear to last up to 10 years,
especially in younger subjects [42]. In addition, it must be
emphasized that, despite long-term immunosuppression in
CD, defective responses in both innate and adaptive immune
systems, triggering a Thl-type inflammatory process, persists
and requires continuous downregulation [43].
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The present study may be limited by the fact that we did
not have a placebo-controlled group; rather, our investiga-
tion focused on prospectively observing the treatment effi-
cacy of AZA in patients with strictly steroid-dependent CD.
Nonetheless, the most important clinical relevance is the
fact that over a 10-year follow-up period, the proportion
of patients who achieved sustained steroid-free remission
(41-73%) was substantially higher than the rate observed
with placebo (7%) in a randomized, double-blind, place-
bo-controlled trial [16] that also enrolled patients with CD
on AZA for up to 15 months. Thus, bearing this limitation
in mind, our present results offer an important contribu-
tion on the issue of AZA treatment in steroid-dependent
CD and may have a considerable impact on the decision-
making process concerning the duration of AZA therapy.
To our knowledge, this prospective, single-center, longitu-
dinal study represents the most extensive investigation to
date on this topic with regard to patient numbers enrolled
and length of follow-up. In addition, this is the first study to
demonstrate that a persistent decrease in leukocyte count
while on AZA therapy is predictive of a sustained steroid-
free response in strictly steroid-dependent CD.

CONCLUSIONS

In conclusion, therapy with AZA represents a meaningful op-

tion in the management of steroid-dependent CD for petiods

up to 10 years. Adverse events are common during long-term .

AZA therapy, but the safety profile of this drug is acceptable.
The data suggest that patients who develop a persistent de-
crease in mean leukocyte count (particularly a WBC count
<6 000 cells/mm?) while taking AZA are those who most
probably will have sustained steroid- frec remission.

Acknowledgements

This study was supported in parit- by a Clinical Res;zdfcﬁ
Grant from the FAPEMIG, Minas Gerais-Brazil.

REFERENCES:

. Loftus EV Jr, Sandborn WJ: Epidemiology of inflammatory bowel dis-
case. Gastroenterol Clin N Am, 2003; 81: 1-20

Ekbom A: The epidemiology of IBD: a lot of data but little knowledge.
How shall we proceed? Inflamin Bowel Dis, 2004; 10(Suppl.1): $32-34
. Sandborn W], Feagan BG, Lichtenstein GR: Medical management of
mild to moderate Crohn’s disease: evidence-based treatment algorithms
for inductipn and maintenance of remission. Aliment Pharmacol Ther,
2007; 26: 987-1003

Trving PM, Gearry RB, Sparrow MP. Gilson PR: Appropriate use of cor-
ticosteroids in Crohn’s disease. Aliment Pharmacol Ther, 2007; 26:
313-29

- Summers R, Switz D, Sessions J et al: National Cooperative Cronh's
Disease Study: results of drug treatment. Gastroenterology, 1979; 77:
847-69

Katz JA: Treatment of inflammatory bowel disease with corticosteroids.
Gastroenterol Clin N Am, 2004; $3: 171-89

Munkholm P, Langholz E, Davidsen M, Binder V: Frequency of gluco-
corticoid resistance and dependency in Cronh’s disease. Gut, 1994; 35:
360-62

Faubion WA Jr, Loftus EV Jr, Harmsen WS et al: The natural history of
corticosteroid therapy for inflammatory bowel disease: a population-
based stidy. Gastroenterology, 2001; 121: 255-60

ro

o

Bl

=

=

o

©

Tung J, Loftus LV Jr, Freese DK et al: A population-based study of the
frequency of corticosteroid resistance and dependence in pediatric pa-
tients with Crohn'’s disease and ulcerative colits. Inflamm Bowel Dis,
2006; 12: 1093-100

1

_
=

1

18.

/ PY
" discase: open ]abel prospective study. ] Gastroenterol Hepatol, 2007;

2

o

27.

2

@

2

3

3

=

3

]

<o

3

~

bl

. Ewe K, Press AG, Singe CC et al;:Azathiopr

2

. Nikolaus S, Schreiber

°

=

. Plevy SE: Corticosteroid-sparing treauments in patients with Cronh’s

disease. Am | Gastroenterol, 2002; 97: 1607-17

. Fegan BG: Maintenance therapy for inflammatory bowel discase. Am J

Gastroenterol. 2003; 98(Suppl): $6-S17

. Su G, Lichtenstein GR: Treatment of inflammatory bowel discase with

azathioprine and G-mercaptopurine. Gastoenterol Glin N Am, 2004; 33:
209-34
Klein M, Binder HJ, Mitchell M et al: Treatment of Cronh’s discase
with azathioprine: a controlled evaluation. Gastroenterology, 1974; 66:
916-22

. Present DI, Korelitz BI, Wisch N et al: Treatment of Cronh’s disease

with 6-mercaptopurine. A long-term, randomized; double-blind study.
N Engl J Med, 1980; 302: 981-87

u»mbinu‘l wilh pred-
nisolone or monotherapy with prednmolou‘. inactive Cronh’s disease.

Gastroenterology, 1993; 105: 367-72.

Candy S, anhlj GorerM etal: A contr nl cd double-blind study of
azathioprine in the unnagemcm of Cir onhs discase. Gut, 1995; 37:

674-78

Markowitz J. (xmnchcx K holm N ctal: A multicenter trial of 6-mercap-
topurine and pwdmson(e'm, children with newly diagnosed Cronh's dis-
ease. Gastroenterology, 2000; 119: 895-902

Sandborn W, Sutherland L, Pearson D et al: Azathioprine or 6-mercap-
¢ for induction of remission in Cronh’s disease, (Cochrane re-

i Gastroenterology, 2003; 125: 906-10
» Serre-Debeauvais F, Phelip JM et al: 6-Tioguanine monitor-

in paucma with comcosl.ercnrl (Iependem (,mhn s

29: 268-74
Diagnostics of inflammatory bowel discasc.
Gastroenterology, 2007, 133: 1670-89

. Gasche C, Scholimerich J, Brynskov ] et al: A simple classification of
~ Crohn's disease: veport of the Wo ‘orking Party (or the World Congresses
“of Gastro

rology, Vienna 1998. Inflamm Bowel Dis, 2000; 6: 8-15

 Best WR, Becktel JM, Singleton JW, Kern F Jr: Development of a Grohn’s

disease activity index. National Cooperative Crohn's Disease Study.
Gastroenterology, 1976; 70: 439—44

. O’Brien JJ, Bayless TM, Bayless JA: Use of azathioprine or 6-mercap-

topurine in the treatment of Crohn’s disease. Gastroenterology, 1991;
101: 3946

. Korelitz BI, Adler DJ, Mendelsohn RA, Sacknoff AL: Long-term expe-

rience with 6-mercaptopurine in the treatment of Crohn’s discase. Am
J Gastroenterol, 1993; 88: 1198-205

Pearson DC, May GR, Fick GH, Sutherland LR: Azathioprine and 6-
mercaptopurine in Crohn’s disease. A meta-analysis. Ann Intern Med,
1995; 123: 13242

. Sandborn W], Tremaine W], Wolf DC et al: Lack of effect of intrave-

nous administration on time to respond to azathioprine for steroid-
treated Crohn's disease. North American Azathioprine Study Group.
Gastroenterology, 1999; 117: 527-85

Dubinsky MC, Lamothe S, Yang HY et al: Pharmacogenomics and me-
tabolite measurement for 6-mercaptopurine therapy in inflammatory
bowel discase. Gastroenterology, 2000; 118: 70513

Glas J, Torok HP, Daczo | etal: The leukocyte count predicts the effica-
cy ol treatment with azathioprine in inflammatory bowel disease. Eur
J Med Res, 2005; 10: 535-38

. Cuffari C, Hunt S, Bayless TM: Enhanced bioavailability of azathioprine

therapy compared to 6-mercaptopurine therapy in inflammatory bowel
disease: correlation with treaument efficacy. Aliment Pharmacol Ther,
2000; 14: 1009-14

. Cuffari C, Hunt S, Bayless TM: Utilization of erythrocyte 6-thioguanine

metabolite levels to optimize azathioprine therapy in patients with in-
flammatory bowel disease. Gut, 2001; 48: 64246

. Cuffari C, TheoretY, Latour S, Seidman G: 6-mercaptopurine metabo-

lism in Crohn’s disease: correlation with efficacy and toxicity. Gut, 1996;
39: 401-6

. Sandborn WJ, Van Os EC, Zins B et al: An intravenous loading dose of

azathioprine decreases the time to response in patients with Crohn's
disease. Gastroenterology, 1995; 109: 1808-17

PI25

34




Product Investigation

Med Sci Monit, 2009; 15(5): PI19-26

35. Gupta P, Gokhale R, Kirschner BS: 6-mercaptopurine metabolite levels
in children with inflammatory bowel disease.. ] Pediatr Gastroenterol
Nutr, 2001; 33: 450-54

36. Connell WR, Kamm MA, Ritchie JK, Lennard-Jones JE: Bone marrow
toxicity caused by azathioprine in inflammatory bowel disease: 27 years
of experience. Gut, 1993; 34: 1081-85

37- Haber CJ, Meltzer SJ, Present DH, Koretitz BI: Nature and course of

pancreatitis caused by 6-mercaptopurine in the treatment of inflamma-
tory bowel disease. Gastroenterology, 1986; 91: 982-86

38. Warman ]I, Korelitz B, Fleisher MR, Janardhanam R: Cumulative ex-
petience with short- and long-term (oxicity (o 6-mercaptopurine in the
treatment of Crohn’s disease and ulcerative colitis. ] Clin Gastroenterol,
2003; 37: 22025

4

4

4

43.

=g

S

ro

o8

. Lichtenstein GR: U:

. Fraser AG, Orchard TR, Jewell DP: The efficacy of azathioprine for the

treatment of inflammatory bowel disease: a 30 year review. Gut, 2002;
50: 485-89

. Aberra FN, Lichtenstein GR: Monitoring of immunomodulators in in-

flammatory bowel disease. Aliment Pharmacol Ther, 2005; 21: 307-19

¢ of laboratory testing Lo guide G-mercaptopurine/
azathioprine therapy. Gastroenterology, 2004; 127: 155864

. Lewis JD, Schwartz JS, Lichtenstein GR: Azathioprine for maintenance

of remission in Crohn'’s disease: benefits outweigh the risk of lympho-
ma. Gastroentcrology, 2000; 118: 1018-24

Brown §J, Mayer L: The immune response i}i }hﬂanmmlory bowel dis-
case. Am J Gastroenterol, 2007; 102: 2058—69

PI126

35




Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

