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ACR: American College of Rheumatology.
ADA: Adalimumab.

ADAs: Anti-drug-antibodies.

AINES: Anti-inflamatorios no esteroideos.
ANAS. Anticuerpos antinucleares.
Anti-CCP: Anticuerpos anti péptido ciclico
citrulinado.

APRIL: A proliferation-inducing ligand.
AR: Artritis Reumatoide.

ASAS: Ankylosing Spondilytis Assessment
study.

BAFF: B-cell activating factor.

BASDAI: Bath Ankylosing Spondylitis
Disease Activity.

BASFI: The Bath Ankylosing Spondylitis
Functional Index.

BCG: Bacillus Calmette-Guerin.

BMP: Bone morphogenetic protein.
CCL21: Chemokine (C-C motif) ligand 21.
CCR6: Chemokine receptor 6.

CDR: Regiones Determinantes de

Complementariedad.
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Abreviaturas
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Resumen
Introduccion: El TNF-a esta involucrado en la fisiopatologia de las Espondiloartritis (EAS) y la
Artritis Reumatoide (AR). La presencia de polimorfismos a nivel de la region promotora se ha
relacionado con susceptibilidad, en especial el -308 del TNF-a (A/G).
El tratamiento con Anti-TNF-o disminuye la inflamacion y es el tratamiento de segunda linea previa
falla al manejo convencional. Sin embargo, algunos pacientes fallan al tratamiento debido a la
inmunogenicidad generada contra los farmacos.
Objetivo: Establecer la presencia del polimorfismo -308 del TNF-a y su asociacion con
inmunogenicidad, niveles sericos de fA&rmacos anti-TNF-a con la actividad clinica en pacientes con
ARy EAS en el Hospital Militar Central.
Materiales y métodos: Un total de 266 individuos: 55 con EAS, 56 con AR tratados con
Adalimumab, Infliximab o Etanercept y 155 controles, fueron analizados. Se obtuvieron variables
clinicas sobre el nivel de actividad de la enfermedad, funcionalidad del paciente y variables socio-
demogréficas. Se determind la presencia del SNP -308 del TNF-o por PCR-RFLP y tanto las
concentraciones séricas de los farmacos biologicos como de ADAs (en inglés, Anti-drug-antibodies)
se llevaron a cabo mediante la técnica de ELISA con el Kit PROMONITOR®. Se realizaron
asociaciones estadisticas con la prueba Chi? comparaciones de medianas con el test U Mann-Whitney
y también se uso el coeficiente de correlacion de Pearson, con un nivel de significancia de p<0.05.
Resultados: La presencia del alelo G en los pacientes con EAS y en tratamiento con Adalimumab
mostraron significancia al comparar los niveles de la proteina C reactiva (PCR) (p=0.02), y la
presencia del alelo A se asocid con discapacidad en los pacientes con AR a través del indice HAQ-DI
(p=0.044). Adicionalmente, los pacientes con EAS, ADAs positivos y en tratamiento con Infliximab,
manifestaron indices clinicos activos y de disfuncion (BASDAI p=0.0029 y BASFI p=0.016). En los
pacientes con AR se halld la misma tendencia (DAS28VSG p=0.019, CDAI p=0.008 y HAQ-DI
p=0.04).
Conclusiones: Estos resultados sugieren la falta de respuesta frente a farmacos biol6gicos por la
presencia de ADAs, en especial para Infliximab, y la influencia del SNP-308 del TNF-a sobre
algunos de los marcadores de inflamacidn e indices de disfuncion.
Palabras clave: Polimorfismo -308 (G/A), Factor de Necrosis Tumoral, Artritis Reumatoide,

Espondiloartritis, farmacos anti-TNF-a.
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Abstract

Introduction: TNF-o is involved in the pathophysiology of Spondyloarthritis (SpA) and
Rheumatoid Arthritis (RA). The presence of polymorphisms at the promoter region level has
been related to susceptibility, especially the TNF-a. -308.

The treatment with anti-TNF-o reduces inflammation and is the second choice treatment.
However, some patients fail treatment due to the immunogenicity generated against drugs.
Objective: Identify the presence of SNP -308 TNF-a and its association with immunogenicity,
serum levels of anti-TNF-a drugs and clinical activity in patients with RA and SpA.

Methods: A total of 266 individuals 55 with SpA, 56 with RA treated with Adalimumab,
Infliximab or Etanercept and 155 controls were analyzed. Clinical variables on the level of
disease activity, patient functionality and sociodemographic variables were obtained. The
presence of SNP -308 TNF-o was obtained by PCR-RFLP. The serum concentrations of both
biological and ADAs drugs were carried out by ELISA with PROMONITOR® Kit. Statistical
analyzes were performed with Chi’test statistical associations, the Mann-Whitney U test was
used to look for difference between the comparisons of the median and Pearson correlation
coefficient was also used, with a significance level of p <0.05.

Results: The presence of the G allele in patients with EAS and treated with Adalimumab showed
significance when comparing the levels of C-reactive protein (CRP) (p=0.02), and the presence
of the A allele was associated with disability in patients RA through the index HAQ-DI (p =
0.044). Additionally, patients with SpA, ADAs positive and treated with Infliximab maintained
active and dysfunction clinical indexes (BASDAI p=0.0029 and BASFI p =0.016). In patients
with AR the same trend was identified (DAS28VSGp = 0.019, CDAI p = 0.008 and HAQ-DI p =
0.04).

Conclusions: These results suggest the lack of response to biological drugs due to the presence
of ADAs, particularly for Infliximab, and the influence of the SNP-308 of TNF-a on markers of
inflammation and dysfunction indexes.

Keywords: Polymorphism -308 (G/A), Tumor Necrosis Factor, Rheumatoid Arthritis,
Spondyloarthritis, anti-TNF-o drugs, Anti-drug-antibodies.
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Introduccion

El factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) es una citocina proinflamatoria que ha sido
implicada en la patogénesis de un gran numero de enfermedades reumaticas. La ubicacion del
gen dentro del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) y las actividades bioldgicas que lo
caracterizan sugiere que los polimorfismos dentro de este locus pueden contribuir a la
patogénesis de un amplio grupo de enfermedades.

El SNP-308 del TNF-a (A/G) ha sido identificado como un posible factor asociado a
susceptibilidad en las EAS y la AR. Aunque la accidn especifica tanto para el alelo mutante como
para el alelo silvestre sigue siendo un tema de debate (1, 2).

Por otro lado, el uso de terapia bioldgica para algunos pacientes con AR y EAS puede ser
favorable. Sin embargo existe un porcentaje del 30% al 40% de los pacientes que no generan
respuesta al tratamiento. Es por ello que se han desarrollado estudios para establecer factores
predictores de falla terapéutica. Algunos de ellos involucran la presencia de ADAs, otros hablan
de concentraciones efectivas del medicamento, y actualmente estudios se centran en la busqueda
de una posible relacion con la presencia de ciertos polimorfismos, como en el caso del SNP -308
del TNF-a (3-5).

Por lo tanto el objetivo de este trabajo fue examinar la presencia del SNP-308 y su
asociacion con inmunogenicidad, niveles séricos de farmacos anti-TNF-a con la actividad clinica
en pacientes con AR y EAS en el Hospital Militar Central en Bogota, Colombia.

Resultados exploratorios del equipo de Investigacion del Hospital Militar, en pacientes
con EAS demostraron diferencias en las frecuencias genotipicas y alélicas del SNP-308 del TNF-
a comparado con individuos sanos (6).

Estos estudios toman gran importancia debido a la carencia de antecedentes relacionados

con el SNP -308, la inmunogenicidad y la concentracion sérica de farmacos biologicos anti-TNF
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en pacientes con EAS y AR, lo cual ofreceria un mayor poder predictivo y de evolucién de cada
paciente.

Para tal fin se uso la técnica de PCR-RFLP para la deteccion del SNP-308 y la técnica de
ELISA para la determinacion de la concentracion de los farmacos biologico (Adalimumab,
Infliximab y Etanercept), asi como los ADASs contra cada medicamento.

Una posible debilidad en el estudio podria haber sido el tamafio de la muestra. Por lo que
se sugiere la confirmacion de estos resultados en una muestra mayor y el desarrollo del estudio en
otras poblaciones colombianas, para confirmar los hallazgos obtenidos. Asi como la
implementacién de otra técnica de deteccién de ADAs que pudiera permitir la diferenciacion
entre ADAS no neutralizantes y neutralizantes.

Sin duda el establecer marcadores genéticos como modelos predictivos de respuesta y
terapias personalizadas seria uno de los recursos que pudiera generarse frente a los pacientes que
han fallado al tratamiento convencional y también repercutiria en la disminucién de costos en

cuanto al tratamiento.
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1. Generalidades

El sistema inmunoldgico se caracteriza por su capacidad de reconocimiento de cualquier
molécula extrafia al organismo (antigeno) y por lo general, potencialmente perjudicial. Este
reconocimiento también llamado presentacion antigénica es el primer paso para organizar una
respuesta encaminada a la neutralizacion de dicho antigeno, lo cual lleva a inferir que para poder
reconocer lo extrafio, se debe saber distinguir lo propio, por tal razon el sistema inmunolégico
estd constantemente realizando un screening que le permite realizar esta distincion.

Sin embargo, esta capacidad de diferenciacion puede fallar; es ahi cuando el sistema
inmune reconoce como extrafia una molécula propia, desencadenando una respuesta
inmunoldgica frente a ella, proceso conocido como autoinmunidad. Existen muchas patologias
autoinmunes, alguna de ellas pueden afectar a todo el organismo (autoinmunidad multiorganica o
sistémica), mientras que otras afectan a drganos o localizaciones especificas del organismo
(autoinmunidad especifica).

Cada una de las enfermedades autoinmunes tiene sus sintomas caracteristicos; en el caso
especifico de la AR se produce una sinovitis inflamatoria persistente, la cual suele afectar a las
articulaciones periféricas y mantiene una distribucién simétrica en la que se ven involucradas las
manos, las mufiecas, las rodillas, etc (7). A diferencia las EAS, se caracterizan por ser un
conjunto de enfermedades inflamatorias cronicas interrelacionadas, pero heterogéneas, que
comparten caracteristicas clinicas, las mas importantes: entesitis, compromiso del esqueleto axial:
dolor espinal y glateo, oligoartritis predominante en los miembros inferiores, tendencia a la

asociacion familiar, ausencia de factor reumatoide, HLA B27+ (8).
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1.1.  Cargaeconomica de las enfermedades reumaticas

Las enfermedades reumaticas constituyen una causa importante de morbilidad en la
poblacién mundial, pero dado que ellas no aumentan la mortalidad a corto plazo, muchas veces
no son consideradas prioridades de salud.

Los trastornos muasculo-esqueléticos representan una carga tanto para los individuos como
para los sistemas de salud y de asistencia social. Asi, la AR es considerada por la OMS
(Organizacion Mundial de la salud) como una de las enfermedades de mayor impacto dentro de la
poblacién debido a su incidencia, la cual aumenta notablemente con la edad generando cambios
en el estilo de vida. Este hecho fue reconocido por la OMS al decretar desde el afio 2000 al 2010
la década del hueso y la articulacion para resaltar la importancia de las enfermedades musculo-
esqueléticas (9), con el fin de ayudar a identificar las carencias y necesidades de investigacion
para mejorar la calidad de vida en esta poblacion.

Costos Directos. En este tipo de enfermedades, los costos directos estan relacionados con el
cuidado de la salud asociados a prevencion, deteccion, tratamiento y rehabilitacion. Esto incluye
visitas al médico, pruebas diagnosticas y medicamentos recetados, entre otros. Los costos
directos atribuibles a la enfermedad proporcionan la estimacion mas clara de la aparicién de la
patologia (10).

Costos Indirectos. Son los costos que resultan como consecuencia de una condicion, tales como
las limitaciones en las actividades habituales y que engloban pérdida de la produccién a la
sociedad. También incluye la pérdida de trabajo debido al tratamiento, licencia por enfermedad,
disminucion de la productividad laboral, jubilacion anticipada y muerte. Asi como el
impedimento de obtener un empleo de mejor remuneracion o la reduccion de las oportunidades

de empleo (10).
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Costos Intangibles. Son aquellos asociados con la pérdida de la funcion, aumento del dolor, y la
reduccion de la calidad de vida de los pacientes, familiares y quienes cuidan de ellos. Los costos
intangibles son dificiles de cuantificar para dar un valor monetario, sin embargo son muy
importantes porque la discapacidad es un resultado significativo en las enfermedades musculo-
esqueléticas que limitan las actividades de la vida diaria, e incluso el dolor crénico genera
problemas psicolégicos como la depresion y la ansiedad (10).

Respecto a este planteamiento, Cooper et al., en el afio 2000 realizaron una revision a
través de 15 estudios en distintos paises con respecto al costo de la AR y encontraron que el
promedio anual por individuo en USA fue de US$5.720, mientras que en Alemania el costo por
individuo con AR fue calculado para el afio 2002 en €4.727, los cuales se atribuyeron a costos de
tratamiento (11).

En Colombia, por su parte, los gastos para ese mismo afio en los pacientes con AR, sin
incluir hospitalizaciones ni gastos por cirugia fue de $2.243.082. Sin embargo, en el afio 2004 se
encontré que los pacientes gastaron 47% en compra de medicamentos en Colombia, cuando a
nivel internacional lo maximo era del 28%; y también se planteé que aproximadamente 815
pacientes de la poblacion estudiada disponian de un tratamiento con medicamentos biolégicos
que bloguean el TNF-a, pero que representaban solo una minima parte de los 350.000 pacientes
que aproximadamente hay en toda Colombia. Los costos de la terapia de estos pacientes oscila
entre 20.000 millones de pesos anuales para el estado colombiano, a través del sistema de
seguridad social, lo que permite clasificar a la AR como una enfermedad que, si bien tiene costos
inferiores a los trasplantes de corazon o medula 0sea, es superior a la mayoria de los que generan
otras enfermedades consideradas de alto costo o catastrdficas, segun el gobierno colombiano

(12).
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Posteriormente en el afio 2009, Mora et al., determinaron los costos medicos directos en
pacientes con AR temprana en el primer afio de diagnostico en el Hospital Militar Central de
Bogota, donde los resultados mostraron que en promedio, la atencion de la enfermedad leve,
moderada y grave oscilaba entre los US$ 1.689, US$ 1.805 y US$ 23.441 respectivamente, y que
el 86% de estos costos eran dependientes del costo de los medicamentos, 10% de los examenes
de laboratorio y 4% de la atencion médica. En resumen, el principal elemento de los costos
médicos directos en la AR temprana eran los de los medicamentos y se increment6 40 veces con
el uso de la terapia bioldgica (13).

Con respecto a la EA en Francia, Bélgica y Paises Bajos, se estimd que pacientes con la
enfermedad en curso por aproximadamente 10 afios tienen una media anual de costos directos de
€ 2.640 por paciente (14). Paralelamente, un estudio de tipo prospectivo longitudinal realizado en
los Estados Unidos, donde se incluyeron 241 pacientes con EA, demostro que los costos anuales
fueron en promedio de US$6.720, los costos directos se ubicaron en un 26.4% vy los indirectos o
de productividad en un 73.6%, lo cual explica por qué las tasas de empleo en EA estan por debajo
del 70%. Adicionalmente, los dias de licencia anual por enfermedad para cada paciente variaban
de 6 a 46 dias y la incapacidad laboral era del 40%. Las tasas comparativas entre pacientes del
mismo grupo etario han concluido que la discapacidad funcional severa es mas alta en EA que en
AR, siendo la incapacidad funcional el predictor mas importante de altos costos totales. La
probabilidad de tener costos totales (> US$ 10.000) aumenté en un factor de 3, con cada aumento
de un punto en el indice de discapacidad del HAQ-S (en inglés, Health Assessment Questionnaire
for the Spondyloarthropathies) en un rango de (0-3) (15).

En consecuencia, es normal que el concepto de calidad de vida, la manera como una
persona o grupo de personas percibe su salud fisica y mental con el pasar del tiempo, se vea

afectado en personas con este tipo de enfermedades. A menudo los médicos han utilizado el
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concepto de calidad de vida relacionada con la salud HRQOL (en inglés, Health-Related Quality
of Life) para medir los efectos de las enfermedades cronicas como las EAS a fin de comprender
de qué manera una enfermedad interfiere en la vida cotidiana de estas personas. Actualmente, es
claro que la terapia Anti-TNF-o suprime dramaticamente los sintomas en las EAS y la AR para
mejorar la calidad de vida; sin embargo, los altos costos hacen que sea necesaria la cuidadosa
seleccion del paciente que se beneficie de ella.

Por todo lo anterior, se han desarrollado tratamientos seguros que se basan en una mejor
comprension de ciertos mediadores inflamatorios como son las citocinas; estas moléculas han
sido categorizadas dentro de varias clases, familias o superfamilias y su definicion se dio de
acuerdo al orden de descubrimiento (IL-1 a la 1L-38) o por su actividad funcional, como es el
caso del TNF-a. No obstante, para cualquier respuesta inmune se necesitan siempre dos tipos de
sefiales: una que depende del contacto directo entre las células y sus respectivos receptores, asi
como de una segunda sefial que suele ser a través de las citocinas las cuales son producidas en los
primeros instantes de la activacién celular. Luego que las citocinas se unen a sus receptores en la
membrana de las células donde van a ejercer su funcion, inician una cascada de transduccién
intracelular de sefiales que alteran el patron de expresion génica de modo que esas células diana
produzcan una determinada respuesta bioldgica (16).

Otra de las funciones de las citocinas es regular la duracion y amplitud de la respuesta
inmune, tanto innata como especifica, reclutar células a la zona de conflicto e inducir la
generacion de nuevas células a partir de los precursores hematopoyéticos. Aunque las citocinas
pueden ser distintas entre si, son sintetizadas generalmente por células del sistema inmune, son
producidas de novo cuando comienza la activacion celular y tienen una vida media muy limitada.
Ademas, las citocinas dirigen la respuesta inmune innata y la respuesta inmune especifica, por lo

que son capaces de activar a macrdfagos, eosindfilos, células NK (en inglés, Natural Killer) y
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neutrofilos, e inducir la produccion de especies reactivas de oxigeno y nitrogeno por parte de los
macrofagos, actuando en procesos tan importantes como la inflamacion, la regulacion de la
expresion del CMH de clase 1 y de clase 1. También intervienen en respuestas inmunosupresoras y
son capaces de regular el cambio de isotipo de inmunoglobulinas (17).

En el caso especifico del TNF-a, éste produce la activacion local del endotelio vascular, la
liberacion de 6xido nitroso con vasodilatacion y el aumento de la permeabilidad vascular, lo cual
Ileva al reclutamiento de células inflamatorias, inmunoglobulinas y complemento, provocando la
activacion de los linfocitos T y B; también aumenta la activacién y adhesion plaquetaria.
Probablemente la oclusién vascular sea la causa de la necrosis tumoral, de donde proviene el
nombre. Tanto en la AR y EAS se ha demostrado un aumento exacerbado de TNF-a, asi como de
otros productos a partir de los macrofagos tales como: IL 1, IL-6, IL-8 en el liquido y tejido
sinovial, en correlacion con la severidad de la enfermedad (7).

1.2 Generalidades del TNF-a.

El TNF-a fue nombrado asi por su habilidad para destruir células tumorales y causar
necrosis hemorragica en tumores de ratones (18). El gen que codifica a TNF-a estéa localizado en
el brazo corto del cromosoma 6 en la region 6p21 en el segmento correspondiente a la Clase |11
del CMH, aproximadamente a 250 kb centromérico del locus de HLA-B y 850 kb telomérico de
HLA-DR. Adicionalmente, el TNF-a se encuentra en dos formas, una transmembrana (tmTNF) y
una libre o soluble (STNF) (19).

Ademas de lo anterior, existen dos receptores para el TNF-o, el TNFR1 de 55 KDa vy el
TNFR2 de 75 KDa, los cuales se expresan en células nucleadas. Adicionalmente, hay dos tipos
de factor de necrosis tumoral, el TNF-a y TNF-f, ambos comparten los receptores de membrana
y pueden compartir funciones o acciones celulares dependiendo del tipo celular donde se

expresen los receptores. La forma extracelular del receptor del TNF-o es liberado
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fisiolégicamente con el propdsito de modular la accion del TNF-a; es decir que el grado de
inflamacion articular dependera de la concentracion del receptor soluble y de la citocina (19).

Tanto la AR como la EAS son enfermedades inflamatorias sistémicas, cronicas, de curso
progresivo, en cuya etiologia interactian mecanismos ambientales favorecidos por una
predisposicion genética. Dicho planteamiento se pone de manifiesto al establecer ciertas
asociaciones entre el manejo de la terapia biologica como bloqueador del TNF-a y la influencia
de ciertos SNPs (en inglés, Single Nucleotide Polymorphisms) en la region promotora, como es el
caso del -308 del TNF-a.

Por esta razon algunos estudios van dirigidos a determinar la susceptibilidad a ciertas
patologias basados en la presencia de ciertos SNPs. Recientemente, Song et al. realizaron un
metaanalisis para establecer la asociacion existente entre la presencia del SNP -308 del TNF-o y
la AR. EI metaanalisis revel6 que no habia asociacion entre ellos cuando se consideraron todos
los sujetos de estudio (OR: 1.129, 95% IC 0.843-1.513, p=0.416). Sin embargo, los
investigadores también realizaron una estratificacion por grupo étnico donde indicaron que el
alelo A podria estar asociado con la AR en poblacién Latinoamericana (OR=1.620, 95% IC
1.234-2.111, p=3.6x10™) pero no en europeos, arabes y poblacién asiatica. De manera que el
SNP -308 del TNF-a podria representar un factor de riesgo para latinoamericanos que cursan con
AR (20).

Para 1975, Carswell et al., realizaron un estudio en ratones BALB/c que habian sido
tratados con lineas celulares de sarcoma Meth A y paralelamente inyectados con el suero
proveniente de ratones infectados con Bacillus calmette-guerin (BCG), a partir de un extracto
atenuado de Mycobacterium parvum, de tal forma que la produccion de TNF fuera la mas optima.
Como resultado, el TNF fue altamente sensible sobre los sarcomas de algunos ratones; y en

ciertos cultivos celulares tuvo un efecto citotoxico o citostatico (18). EI TNF-a puede llegar a


http://es.wikipedia.org/wiki/Mycobacterium_bovis
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tener repercusiones a gran escala en el organismo, como shock séptico y coagulacion
intravascular diseminada y en el caso especifico de la AR, la sobreexpresion de TNF-a e 1L-1
pueden dirigir tanto el proceso inflamatorio sisttmico como el dafio sinovial (21). Del mismo
modo, se ha descrito una amplia gama de bioactividades para el TNF-a que incluye la activacion
del factor de transcripcion NF-kB (factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las
células B activadas) (19).

Cuando el TNF-a se produce en cantidades elevadas y se vierte al torrente sanguineo
puede actuar como una hormona, es decir:

* A largo plazo puede producir caquexia caracterizada por pérdida de masa muscular y
grasa, ya que induce la pérdida del apetito a nivel central e inhibe la LPL (lipoproteina lipasa),
por lo que el tejido periférico no puede utilizar los acidos grasos libres como fuente energética
(22).

« En concentraciones por encima de 1x107 M inhibe la contractilidad miocérdica y el tono
del musculo liso vascular produciendo hipotension y pudiendo llegar al shock (23).

* Produce trombosis vascular principalmente debido a una pérdida de las propiedades
anticoagulantes normales del endotelio, ya que el TNF-a estimula en las células endoteliales la
expresion del factor tisular, un potente activador de la coagulacion e inhibe la expresion de la
trombomodulina que es un inhibidor de la coagulacion. Ademas, posee la capacidad de causar
necrosis de tumores lo cual constituye la base de su nombre y esto se debe principalmente a la
trombosis de los vasos sanguineos del tumor (24).

» También puede producir alteraciones metabo6licas como aumento del tejido adiposo y
resistencia a la insulina (25).

+ Las células TCD4" activadas por algun antigeno estimulan los monocitos, macréfagos y

fibroblastos sinoviales, produciéndose a partir de ellas citocinas como: IL-1, IL-6, TNF-a y
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metaloproteinasas a través de la sefializacion que se produce a nivel de la superficie celular por el
CD69 y CD11, asi como de mediadores solubles tales como: el interferén-y e IL-17. En sintesis,
laIL1, IL-6 y TNF-a son las principales citocinas involucradas en el proceso de inflamacion en la
AR (7).

Ademas actla en la patogénesis de la EA y otras formas de EAS y el aumento en la
expresion de TNF-a ha sido reportado en células de las articulaciones sacroiliacas de los
pacientes afectados (26). Incluso la anquilosis axial y entesopatias parecidas a la EA humana
desarrollada en ratones transgénicos, reflejan un aumento de la expresion de TNF-a (27).

Cabe comparar adicionalmente que el 99.9% de la secuencia del ADN de dos individuos
diferentes es la misma, pero que las diferencias encontradas entre ellos, es decir sus diferencias
fenotipicas y/o de susceptibilidad a ciertas enfermedades, radica en el 0.1%(28). En este contexto,
se ha definido que la variabilidad fenotipica de cada individuo, asi como la susceptibilidad o la
resistencia individual a distintas enfermedades se encuentra principalmente en los SNPs, y en
menor grado a inserciones, deleciones, secuencias repetidas y/o re-arreglos cromosdmicos,
debido a que el genoma humano no es una estructura pasiva; por el contrario, el ADN esta
expuesto a un sin ndmero de variaciones asociadas con la diversidad de la poblacién, la
individualidad, la susceptibilidad a enfermedades y una respuesta diferencial al tratamiento,
dependiendo de la condicion clinica (29).

Debido a que los humanos son diploides, un individuo puede tener uno de tres genotipos:
homocigoto para el alelo més frecuente, heterocigoto u homocigoto para el alelo menos
frecuente. La base publica de SNPs (dbSNP) hasta la fecha ha catalogado méas de 9 millones de
variantes génicas y en el caso especifico del gen tnf, la mayor parte se encuentra en la region
promotora, donde el primero en ser referenciado fue el SNP en la posicion -308 del gen tnf-a.

Aunque la literatura describe otros SNPs presentes en el gen, tales como: -1031 T/C, -863 C/A, -
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857 C/T o +1304 G/A. Al respecto los SNPs pueden influenciar la actividad promotora o de
conformacién del ADN y pre-mRNA, lo cual tiene un rol directo en la expresion fenotipica (30).
1.3  Tratamiento clasico de la AR y las EAS

El tipo de tratamiento en estas enfermedades ha variado en el tiempo y su rol central es
poder disminuir la actividad inflamatoria al maximo, para asi evitar la progresion de la lesion
articular. Sin embargo, las consecuencias del tratamiento con estos farmacos en sujetos
diagnosticados con AR o EAS son variables e impredecibles. Una posible causa para explicar las
diferencias tanto en la eficacia como en la aparicion de reacciones adversas podrian ser las
variaciones genéticas que presenta cada individuo.

Aun cuando la actividad de un farmaco puede ser evaluada a través de pardmetros clinicos
y analiticos, normalmente se consideran los criterios de mejoria segin lo que contemple el
colegio americano de reumatologia, por lo que en la practica clinica se toma en cuenta el indice
DAS28 el cual se ha consolidado como una variable fundamental para valorar la actividad de la
AR vy de esta forma establecer las decisiones terapéuticas incluyendo el inicio y el cambio de
tratamiento bioldgico cuando corresponda. Por otro lado, en la EA el indice BASDAI (en inglés,
Bath Ankylosing Spondylitis Disease Activity) se utiliza actualmente como criterio de respuesta
por el grupo ASAS (en inglés, Assesment of Spondyloarthritis) para evaluar la respuesta a
tratamientos bioldgicos.

En cuanto al tratamiento inicial en la AR, éste corresponde al uso de medicamentos
antirreumaticos modificadores de la enfermedad DMARD (en inglés, Disease-modifying
antirheumatic drugs), los cuales son capaces de reducir la sinovitis. Sin embargo, la monoterapia
con estos medicamentos a menudo no logra controlar la AR por lo que algunos pacientes

requieren de la combinacion de méas de un DMARD, lo cual podria ser una alternativa razonable
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(31). Paralelamente, en la EA el tratamiento inicial corresponde a los antiinflamatorios no
esteroideos AINES y terapia fisica (32).

La busqueda de soluciones a este tipo de enfermedades ha generado un amplio interés en
el ambito cientifico, por lo que actualmente existen nueve farmacos bioldgicos diferentes, siete de
los cuales corresponden a inhibidores de citocinas pro-inflamatorias (cinco dirigidos al TNF, uno
alalL-1y otro a la IL-6). Todos estos farmacos tienen perfiles de eficacia mas o menos similares
y estan aprobados como terapia de primera o de segunda linea en pacientes que no han
respondido a los farmacos convencionales (33). A pesar de los irrefutables beneficios clinicos y
radiologicos de las terapias bioldgicas, todavia existen tasas bajas en pacientes que logran la
remision estable y en consecuencia, la busqueda de nuevas estrategias bioldgicas continua.

En definitiva, el uso éptimo del tratamiento y las variaciones en la respuesta al mismo
sencillamente suponen la existencia de mecanismos de regulacién génica como los polimorfismos
detectados en el TNF-o que podrian estar involucrados en la adaptacion del medicamento. Por
consiguiente, la farmacogenética es un area que promete aplicar o desarrollar tratamientos
adaptados al perfil genético de la persona (34).

1.3.1 Generalidades de farmacos bioldgicos

En la dltima década ha surgido un profundo interés por la comprensién a nivel molecular
de los eventos biologicos que se llevan a cabo en el tejido sinovial, lo cual ha generado la
implementacién de bases terapéuticas para el tratamiento de patologias tan complejas como son
las enfermedades autoinmunes. En este contexto, los farmacos anti-TNF-a han mostrado una
capacidad de bloqueo a la progresion del dafio anatomico en el que la terapia convencional no
habia mostrado eficacia.

Las dianas terapéuticas involucradas en el proceso de bloqueo pueden ser: una linea

celular (células B, células T u otras células inmunocompetentes), 2) mediadores inflamatorios
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solubles como citocinas, moléculas de la via del complemento, enzimas e inmunoglobulinas y 3)
receptores de superficie de estos mediadores. Lo anteriormente expuesto ha servido como base
para la llegada de agentes biologicos que bloquean el efecto de ciertas citocinas pro-inflamatorias
como es el caso del TNF-a y la IL-1; estos productos bioldgicos fueron desarrollados en la
década de los 70 y 80 del siglo pasado. Generalmente son compuestos producidos por células
vivas mediante la tecnologia del ADN recombinante y en este grupo se encuentran los
anticuerpos monoclonales, los cuales pueden ser quiméricos (por ejemplo: Infliximab y
Etanercept) o humanizados (por ejemplo: Adalimumab) (35).

En el 2011 se hizo una revision respecto a las denominaciones comunes internacionales
para los agentes bioldgicos (en inglés, International Non propietary Names for the biological and

biotechnological substances) por la OMS, tabla 1:

Blanco Origen Tipo de Molécula
L(i): Sistema Inmune U. Humano Total Mab. Anticuerpo Monoclonal.
S(0): Hueso O:Rato6n Cept: Proteina de Fusion
Kinra: Antagonista del receptor
T(u): Tumor. A:Rata degintercina. P
K (i): Interleucina. Zu: Humanizado Kinra: Anég%?}?;?ndad receptor
C(i): Cardiovascular. E: Hamster Klnrﬁ;tgﬁzta;z? tipo
F(u): Hongos I: Primate
V(i): Virus Xi: Quimérico (murino-humano) -
B(a): Bacteria Axo: Rata/Raton. -
. . Xizu: Combinacion de cadenas
Tox(a): Toxina . o
humanizadas quiméricas

Tabla 1.Nomenclatura de los Agentes Bioldgicos

1.3.1.1 Clasificacion de los farmacos anti- TNF-a.
En 1975, Georges Kohler y Cesar Milstein describieron un método que consistia en la

generacion de una linea celular estable capaz de secretar un isotipo determinado de
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inmunoglobulina contra un antigeno especifico, producto de la fusion de dos células diferentes
por medios fisicos y quimicos. De esta unién surgié un tipo de célula inmortal con la capacidad
ilimitada de produccion de anticuerpos monoclonales, llamada hibridoma. Sin embargo, desde
que se introdujo el primer anticuerpo monoclonal con esta tecnologia para uso clinico, se observo
que estos anticuerpos monoclonales, por ser de origen murino, generaban intensas respuestas de
hiperreactividad (36), razon por la cual se desarrollaron anticuerpos quiméricos humanos a partir
de ratones con la tecnologia del ADN recombinante, en la cual los genes que codifican la regién
variable de las inmunoglobulinas de ratdn se unen con genes que codifican la regién constante
humana, para posteriormente ser insertadas en células de mieloma.

En la década de 1980, los anticuerpos humanos con dominios variables murinos, sufrieron
una reduccién importante en cuanto a su aplicacion debido a la respuesta humoral de anticuerpos
humanos anti-raton HAMA (en inglés, Human Anti-Mouse Antibody reaction), debido a lo cual
se empezaron las mejoras en la produccién de anticuerpos monoclonales que solo poseian de
origen murino las regiones determinantes de la complementariedad CDR (en inglés,
Complementarity Determining Region) (37). Asi, estos anticuerpos monoclonales quiméricos
fueron menos inmunogénicos, aunque se ha observado respuesta anticuerpo-anti-quimérico en
productos usados en humanos.

Sin embargo, grupos de investigacion han tratado de desarrollar anticuerpos monoclonales
humanizados capaces de minimizar la inmunogenicidad, gracias a las bibliotecas de bacteriéfagos
con genes que codifican las regiones variables de las inmunoglobulinas. Es asi como desde 1997
se han autorizado varios anticuerpos quiméricos y humanizados como productos terapéuticos

(38).
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Nombre Obijetivo Definicion Mecanismo Administracion
Proteina  de  Fusién Funciona c~omo un Inyeccion subcutanea. una
Humana recombinante del receptor. sefiuelo. - Se vez semanal (50 mg), o dos
Etanercept TNF-a .. [une al TNF soluble, ’
receptor TNF y la porcion ., '|veces en una semana (25
bloqueando la union a
Fc de la 1gG1. mg).
su receptor.
Adalimurmab TNF-a MADb . completamente Se une al TNE. Inyeccion subcutanea. Una
humanizado I1gG1. vez cada dos semanas.
Infliximab TNF-q MAb quimerico de Ia|Se une al TNF soluble y .Inyet':,(:lon intravenosa. Una
IgGL. de membrana. infusion cada 4-8 semanas.
. MADb completamente|Se une al TNF soluble y Inyeccion subchanea. Una
Golimumab TNF . vez cada mes 0 intravenosa.
humanizado 1gG1. de membrana. N
Infusion a las 0-4 semana.
Fragmento Fab
Certolizumal-pegol TNF humanizado, unido a dos|Se une al TNF. Una vez cada dos semanas.
moléculas de polietilenglicol

MADb: Anticuerpo monoclonal; 1gG: Inmunoglobulina G.

Tabla 2.Farmacos Biologicos Anti-TNF disponibles para el tratamiento.

Murin

Fv

certolizumab pegol

Humanized Fv A/
(murine CDRs) /4

N
N

Fab'

pEG /.
Polyethylene \%.
glycol

L)

infliximab etanercept
e % y Human
TNFR2
O o/
Human Human
Feyl Feyl

adalimumab

Human '\ \
Fv 7
\/"

Human | |
Feyl

golimumab

/' Human
Fv

Human
Feyl

Figura 1.Diagrama simplificado de 5 antagonistas del TNF-a.
Infliximab (Anticuerpo anti-TNF monoclonal Quimérico de Isotipo 1gG1), Adalimumab y Golimumab
(Anticuerpos Anti-TNF monoclonal 1gG1, completamente humanizado), Etanercept (Proteina de fusion de
TNFR2 y la region Fc de la 1gG1 humana), Certolizumab (Fragmento Fab’ pegylado del anticuerpo anti-

TNF monoclonal IgG1 humanizado), tomado de (21).
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1.3.1.1.1 Aspectos generales del Adalimumab

El Adalimumab es un anticuerpo monoclonal humano IgG1, disefiado gracias a la
manipulacion del genoma de los fagos (en inglés, phage display) (39), capaz de unirse tanto al
TNF que se encuentra en circulacion como al TNF que se encuentra en las superficies celulares.

En 2007, Van der Heijde realizé un estudio multicéntrico, aleatorizado, doble ciego,
controlado por placebo en pacientes con EA activa con el fin de evaluar la reduccion de signos y
sintomas. Los resultados finales mostraron que los pacientes que recibieron Adalimumab
tuvieron mejoras significativas, ya que se observo una reduccion en la actividad de la enfermedad
incluso durante la semana 24 del tratamiento. Aunque los pacientes tratados con Adalimumab
reportaron mas eventos adversos en comparacion con los pacientes que recibieron placebo, los
resultados no fueron estadisticamente significativos(40).

Posteriormente en el afio 2010, un planteamiento a cargo del investigador Bartelds et al,
demostro que el desarrollo de ADASs (en inglés: Anti-drug-antibodies) trae como consecuencia el
fracaso al tratamiento, a través de un estudio de cohorte prospectivo en 272 pacientes con AR que
recibieron Adalimumab. Después de 3 afios, 76 de los 272 pacientes desarrollaron ADAS, y este
comportamiento también fue observado en 51 pacientes, incluso durante las primeras 28 semanas
de tratamiento. Por otro lado, aquellos que no desarrollaron ADAs tenian una concentracion mas
alta del farmaco en comparacion con aquellos que presentaban titulos de anticuerpos anti-
Adalimumab (41). Estas asociaciones plantean interrogantes sobre cuéles parametros podrian
estar influenciando la formacion de anticuerpos anti-farmaco o si existe alguna variante genética
como el SPN -308 del TNF-a que pudiera estar asociada.
1.3.1.1.2 Aspectos generales del Infliximab

El Infliximab es un anticuerpo monoclonal (cA2) que se compone de una regidn constante

humana y de otras variables de raton; se une con gran afinidad al TNF humano anulando sus
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acciones biologicas. Este medicamento se introdujo en el mercado desde 1998 para el tratamiento
de la enfermedad de Crohn y posteriormente se usé para otras patologias(42).

El anticuerpo anti-TNF quimérico A2 (CA2) o Infliximab, se desarrollé al ser vinculados
los genes de la region constante de la IgG1 humana, especificamente de la cadena kappa con las
regiones variables de union al antigeno clonado a partir de un Mab murino anti-TNF-a. (42).

La generacion del hibridoma anti-TNF-o. murino original se realiz0 mediante la
inmunizacion de ratones BALB/c con TNF-o recombinante humano purificado. Posteriormente la
linea celular del hibridoma A2 se utiliz6 para la preparacion de las bibliotecas gendmicas que
luego permitieran el aislamiento de los genes que codificarian los dominios de unién a antigeno,
es decir la cadena pesada (VH) y la cadena ligera (VL) de la region variable (42).

Algunas investigaciones han tratado de mostrar el valor pronostico de algunos
polimorfismos del TNF-a en pacientes tratados con Infliximab. Es por ello que Balog et al., a
través de un estudio en pacientes con AR y enfermedad de Crohn plantean la efectividad de
Infliximab con base en polimorfismos en el gen tnf-a y la apoptosis en células mononucleares de
sangre periférica. Ellos analizaron los genotipos por PCR-RFLP, la produccion de TNF-a. in vitro
por citometria de flujo y la viabilidad por isotiocianato de fluoresceina. El resultado fue que 8 de
los 12 pacientes no respondedores eran portadores del alelo A asociado con alta produccion de
TNF-a. Ademas, los resultados de viabilidad exponen que el 44.2% de las células tratadas con
Infliximab entraron en apoptosis a las 48 horas. Por lo cual proponen la determinacion de
polimorfismos del TNF como una opcion para identificar candidatos adecuados para el
tratamiento (43).
1.3.1.1.3 Aspectos generales del Etanercept

El Etanercept es una proteina de fusion dimérica que consiste en dos dominios

extracelulares del receptor p75 (STNFRII), ligado a la porcion Fc de una inmunoglobulina
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humana tipo 1 (IgG1), la cual ayuda a retener la molécula de TNF en circulacion. Por inhibicion
competitiva, los dos brazos del sSTNFRII se unen a dos de los tres sitios de union sobre el trimero
de TNF, impidiendo la union del TNF al receptor que esta en la superficie celular (44).

Van der Heijde, a través de un estudio doble ciego controlado por placebo, compar6 la
eficacia, farmacocinética y seguridad del Etanercept al ser administrado (50mg. una vez por
semana, 25mg. dos veces por semana y placebo) en 356 pacientes con EA. Los resultados
proponen una mejora significativa en ambos planes de administracion del medicamento (45).
1.3.2 Inmunogenicidad de los farmacos anti- TNF-a.

En muchos casos las enfermedades autoinmunes, en especial la AR y las EAS, pueden
tener un comportamiento refractario frente al tratamiento convencional, aunque los anticuerpos
monoclonales mantienen la promesa de mejorar esta condicion.

Sin embargo, la administracién repetida de proteinas terapéuticas o recombinantes a
menudo conduce a la induccion de ADAs, los cuales son capaces de interferir o neutralizar el
efecto del farmaco. Naturalmente una respuesta inmune a proteinas extrafias se puede esperar y se
entiende bien, pero la base para el desarrollo de respuestas a las proteinas autélogas terapéuticas
es el tema de debate, ya que algunos pacientes pueden persistir en la enfermedad activa, tener
reacciones a la infusion e incluso tener recaidas frente a la terapia bioldgica que estén recibiendo
(46).

La palabra inmunogenicidad puede ser definida como un beneficio de nuestro sistema
inmune, ya que es la capacidad que pueden tener diferentes sustancias en desencadenar una
respuesta inmunitaria adaptativa de tipo celular y humoral que a largo plazo constituye la

memoria inmunoldgica.
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Pero la induccion de anticuerpos contra el farmaco anti-TNF-a dependera principalmente
de su constitucion; por lo tanto, los medicamentos quiméricos tendrian una mayor capacidad de
inducir inmunogenicidad en comparacion a farmacos completamente humanos (47).

En la actualidad se han identificado tres tipos de anticuerpos contra farmacos anti-TNF:

. HAMA: por su sigla en inglés, Human Anti Mouse Antibodies, son anticuerpos dirigidos
contra anticuerpos monoclonales de origen 100% murino. No se utilizan en la clinica, pero en
estudios experimentales se ha demostrado la produccion de estos anticuerpos en el 90% de los
sujetos expuestos a este tipo de molécula.

. HACA: por su sigla en inglés, Human Anti Chimeric Antibodies, son los dirigidos contra
moléculas quiméricas como el Infliximab.

. HAHA: por su sigla en inglés, Human Anti Human Antibodies, dirigidos como su nombre

lo indica contra anticuerpos monoclonales humanizados como el Golimumab y el Adalimumab.

1.3.2.1 Mecanismos inmunoldgicos que pueden intervenir en el desarrollo de ADAs.

Algunos de los eventos que estan involucrados en la activacion de células B y que pueden
generar la produccién de anticuerpos podrian ser: uno dependiente de células T (Td) y otro que es
independiente de la activacién de las células T (Ti). La activacion Ti ocurre cuando la
caracteristica estructural de alguna molécula, tales como repeticiones poliméricas inducen ciertas
“sefiales” requeridas para estimular la activacion de células B. Por otro lado; el componente ¢3d
en la via del complemento tiene una participacion importante cuando la respuesta inmune Td no
puede activarse, lo que lleva al desarrollo de memoria inmune (46).

Si bien es cierto, la activacion Ti es frecuentemente citada como la fuente de anticuerpos a
proteinas terapéuticas, habitualmente no se produce maduracién o la generacion de células B de

memoria. Mientras que la activacion Td de las células B resulta en una respuesta de anticuerpos
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mucho mas robusta, cambio de isotipo y el desarrollo de células B de memoria. Por esta razon se
estima que la activacion Td estaria involucrada en respuesta a proteinas terapéuticas ya que la
respuesta Td requiere el reconocimiento por parte de las células T de epitopes contenidos en la
proteina que constituye el farmaco, es decir al péptido del epitope (derivado del procesamiento
interno por parte de las células presentadora de antigeno) por medio del CMH 11 (46).

Al respecto, la tolerancia a proteinas propias es una caracteristica basica del sistema
inmunoldgico; sin embargo, el desarrollo de ADAs a proteinas recombinantes autélogas podria
ser considerado como un incumplimiento de la tolerancia. Es importante considerar la existencia
de ciertos vinculos entre algunas enfermedades autoinmunes y el desarrollo de inmunogenicidad

a proteinas terapéuticas (46).

Respuesta Inmune frente Respuesta inmune a proteinas
a antigenos exogenos recombinantes autélogas
clasicos (terapéuticos)

Podria ser inducida si la proteina esta
alterada, lo que permite ser reconocidas

Anticuerpos Presente .
P por los receptores de células B (IgM,
1gG)
Respuesta de células Podria estar presente en algunas
Presente . .
T circunstancias
Células T Podria controlar la respuesta de
Ausente .
reguladoras autoantigenos

Probablemente contribuye a la
No se produce en algunos Ly

Inflamacién casos participacion de células T reguladoras y
' posteriormente a inmunogenicidad.
Aumento de la probabilidad
de inmunogenicidad por Probablemente se produce un
Adyuvantes . ., 9 b . b .
estimulacion de la respuesta quebrantamiento de la tolerancia
inmune innata.
Caracter Habitual de Respuesta inmune .
. . Tolerancia
la Respuesta Inmune inflamatoria o efectora

Tabla 3. Diferencias y relaciones entre las respuestas inmunes frente a antigenos exdgenos clasicos y
proteinas autologas (terapéuticos).
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Con respecto a esta tabla, se podria indagar que estos dos mecanismos ligeramente
diferentes, pero estrechamente vinculados en el desarrollo de inmunogenicidad en respuesta a la
utilizacion de proteinas terapéuticas, podria darse por medio de una respuesta inmune clasica a
proteinas extrafias y/o por tolerancia incompleta a proteinas autdlogas. En este sentido, se torna
necesario el hecho de poder definir métodos que proporcionen datos fiables y reproducibles. Las
técnicas actualmente disponibles son el inmunoensayo (ELISA) y la radioinmunoprecipitacion
(RIA), aungque en Colombia no se encuentran disponibles para su uso comercial y los datos que
se tienen sobre su uso son derivados de estudios realizados en otros paises.

A nivel de laboratorio, las concentraciones de anti-TNF y de ADAs pueden ser
inversamente proporcional; es decir, cuando existe un aumento en la concentracion de ADAS se
hace dificil la deteccién del medicamento y viceversa, por ello se hace necesario definir el tiempo
de administracion y la dosis del mismo.

Aunque algunos estudios evidencian que la prevalencia de HACA por ELISA en
pacientes con AR se ubica entre un 17.4% y un 44% para anti-TNF-o y en un rango del 15% al
30% en pacientes con EA, se ha especulado que la presencia de HACA podria explicar los casos
de fallo terapéutico aunque no todos los pacientes no respondedores presentan HACA, lo que
sugiere que otros factores podrian estar implicados en ese fallo terapéutico (48).
1.3.2.2 Otros factores asociados a inmunogenicidad

En general, se reconoce que la inmunogenicidad de los anticuerpos humanizados es
menor a la de los quiméricos, se han demostrado dos mecanismos principales mediante los cuales
se producen estos anticuerpos, unos intrinsecos que hacen referencia a la estructura del

medicamento y otros extrinsecos secundarios a otros factores ajenos al medicamento (49).
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A. Mecanismos Intrinsecos:

o Presencia de alotipos e idiotipos en la molécula del farmaco que, aunque sean de origen
humano, son diferentes a los que expresa el huésped y no hacen parte de su repertorio antigénico.
Por lo tanto, durante la maduracion de los linfocitos T no fueron presentados en el timo, haciendo
que sean reconocidos como extrafios y generen inmunogenicidad.

o Modificaciones estructurales en la molécula del farmaco como la agregacién o
empaquetamiento de los anticuerpos durante su produccion, generando neoepitopes Yy
antigenicidad.

o Modificaciones post transcripcionales en la molécula proteica del medicamento como la
glicosilacion, generando produccion de anticuerpos.

o Durante el almacenamiento o reconstitucion del farmaco puede haber generacion de
productos de degradacion de éste, bien sea por alteraciones propias de la forma farmacéutica o
errores en su manipulacion, siendo estos productos inmunogenicos.

o Los anticuerpos dirigidos contra proteinas de membrana en general son mas
inmunogénicos que los dirigidos contra proteinas solubles, ya que producen destruccién de sus
blancos celulares al generar productos que inducen produccion de anticuerpos, en cuyo caso se
trata de un mecanismo tedérico que no se ha demostrado en la clinica.

B. Mecanismos extrinsecos:

o Las vias de administracion parenterales intramuscular o subcutdnea son maés
inmunogénicas que la endovenosa, esto porque en la piel y el tejido celular subcutaneo hay mas
contacto con vasos linfaticos y células dendriticas que llevan la proteina directamente a los

ganglios linfaticos facilitando asi su poder inmunogénico.
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o Hay més inmunogenicidad cuando el paciente cursa con activacion del sistema inmune,
bien sea por infecciones activas o enfermedades autoinmunes activas.
o Desde el punto de vista genetico, hay subtipos de HLA del paciente que pueden facilitar la
inmunogenicidad de los farmacos bioldgicos dado que existen secuencias de aminoacidos que se
conocen como ‘‘secuencias motivos promiscuas”’ que pueden estar presentes en la estructura
primaria del medicamento. Estos son reconocidos por varios subtipos de HLA presentes en
diferentes poblaciones, haciendo que si el anticuerpo monoclonal contiene estos motivos en su
estructura, se pueda generar mas inmunogenicidad que si no los tuviera.
. Algunos investigadores proponen que la dosis y la cantidad total de un medicamento
estarian relacionadas con inmunogenicidad. Sin embargo, para algunos investigadores el efecto
de la duracion del tratamiento sobre la inmunogenicidad parece ser un factor que es
independiente de las cantidades suministradas (50). Aunque un estudio demostré que un alto
porcentaje de pacientes con AR (73%) necesitan de un incremento en la dosis de Infliximab para
obtener una respuesta apropiada (51), en contra parte un estudio aleatorizado multicéntrico-
controlado con placebo en 101 individuos con AR que recibieron Infliximab en dosis de 1, 3, 10
mg/kg, demostro la presencia de HACAS en 53%, 21% y 7%, respectivamente (52).
1.3.2.3 Métodos para detectar ADAs contra farmacos anti- TNF-a

Un aspecto importante al considerar la utilizacion de ciertas estrategias es la capacidad del
ensayo para medir con precision y fiabilidad no solo los niveles de ADAs sino también del
farmaco activo. Por ejemplo, la deteccién de ADAs se ve obstaculizada por el hecho de que la
mayoria de los antagonistas del TNF son inmunoglobulinas y por la complejidad de medir

anticuerpos contra anticuerpos; verbigracia la especificidad para medir ciertas inmunoglobulinas
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como la IgG4 que es una molécula biespecifica y dindmica debido a su capacidad de intercambio
del fragmento Fab de una cadena ligera y una cadena pesada adjuntas (53).

Ademas, esta inmunoglobulina representa el 5% del total de 1gG sérica en adultos
normales y puede representar mas del 80% del total de la IgG después de una exposicion cronica
a un antigeno (54). Paralelamente, la inmunogenicidad de las proteinas terapéuticas puede inducir
dos clases de respuestas inmune-humoral; una basada en la produccion de anticuerpos no
neutralizantes NNAbs (en inglés, Non-neutralizing antibodies), cuyas inmunoglobulinas son
capaces de unirse a sitios antigénicos en las proteinas terapéuticas sin afectar sus funciones
normales. Sin embargo, pueden formar complejos inmunes que son absorbidos rapidamente por
el sistema reticulo endotelial, reduciendo asi la biodisponibilidad de las proteinas terapéuticas
administradas. Por el contrario, la presencia de anticuerpos neutralizantes NAbs (en ingleés,
Neutralizing antibodies) genera consecuencias clinicas negativas ya que neutralizan las proteinas
terapéuticas y por lo tanto, reducen su eficacia (55). Por esto es importante considerar la
utilizacion de ciertas estrategias para medir con precision y fiabilidad no solo los niveles de
ADA:s, sino también del farmaco activo.

A. ELISA (Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas):

Es una técnica de inmunoensayo en la cual un antigeno inmovilizado se detecta mediante
un anticuerpo enlazado a una enzima capaz de generar un producto detectable. La aparicion de
color permite medir indirectamente mediante espectrofotometria el antigeno en la muestra.
Existen dos tipos de ELISA usados para la deteccion de ADASs (56):

o ELISA de Captura: La cadena ligera A perteneciente a ADAS, se une al antagonista del
TNF-a, capturado por union directa a la placa cubierta con TNF-a. Los ADAS son detectados por
anticuerpos anti humano de cadena ligera A marcados con una enzima. De forma alternativa,

también se puede realizar una captura de ADAs a través de la union del fragmento Fab del


http://es.wikipedia.org/wiki/Inmunoensayo
http://es.wikipedia.org/wiki/Ant%C3%ADgeno
http://es.wikipedia.org/wiki/Anticuerpo
http://es.wikipedia.org/wiki/Enzima
http://es.wikipedia.org/wiki/Espectrofotometr%C3%ADa
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farmaco que recubre la placa y usando posteriormente un anticuerpo anti humano Fcy unido a una
enzima(56).

Sin embargo, es posible que las pruebas fallen en la deteccion de ADAs anti idiopaticos o
también por alta sensibilidad al farmaco, es decir generandose uniones de ADAs por ambos
fragmentos Fab al farmaco en el suero evitando que pueda llegar a unirse al farmaco fijado en la
placa, generando asi falsos negativos (56).

o ELISA puente (en inglés, Bridging ELISA):Esta técnica depende en primera instancia de
la bivalencia de anticuerpos IgG y multivalencia de anticuerpos IgA e IgM, asi como de la
habilidad de estas inmunoglobulinas de unirse como un “puente” al fairmaco bioldgico que se
encuentre preinmovilizado y adicionalmente con una molécula del fA&rmaco que esta marcado con
la enzima. No obstante, esta técnica también puede presentar falsos positivos por uniones
cruzadas entre el fragmento Fc perteneciente al farmaco bioldgico y el factor reumatoide presente
en el suero y/o anticuerpos antialotipo, o también por componentes del complemento activado en
suero de pacientes con alta actividad inflamatoria. En contraste, la presencia de falsos negativos
esta dada por la alta sensibilidad de los ADAs a los farmacos o por la falla en la deteccion de

ADA 1gG4 los cuales predominan en periodos prolongados de inmunizacién, figura 2(56).
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Figura 2. ELISA puente (en inglés, Bridging ELISA), tomado de (56).
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B. RIA(en inglés, Fluid-Phase Radio Immuno Assay)

Esta técnica detecta grandes cantidades de ADAS, ya que revela todos los isotipos y
subclases de inmunoglobulinas unidas al farmaco, incluyendo la 1gG4. Esté RIA tiene lugar en
fase fluida y se asemeja a las condiciones in vivo mejor que los ELISA. Ademas, no se ven
influenciados por los posibles artefactos encontrados en ensayos en fase solida. Las limitaciones
de RIA incluyen la necesidad de instalaciones avanzadas de laboratorio, la falta de deteccion de
ADAs unidos a la droga en si; aungue la mayor desventaja de la técnica es no discriminar entre
los ADAs no neutralizantes y neutralizantes(56).

C. HMSA(en inglés, Homogeneous Mobility-Shift Assay)

Es una técnica costosa como para ser usada en rutina, cuyo potencial clinico ain sigue en
estudio, que utiliza la cromatografia liquida de alta resolucion de exclusién por tamafio para
determinar las concentraciones de ADAs (56).

D. RGA(en inglés, Reporter Gene Assay)

Es un método que permite medir la funcionalidad tanto del farmaco como de los ADAs,
es decir el efecto inhibitorio del biolégico con respecto al TNF y de ADAs como neutralizante.
Este método se lleva a cabo en una sola etapa en la que se afiade el suero del paciente al cultivo
celular, entonces el inhibidor del TNF-a disponible interactia con los receptores especificos en la
superficie celular para generar una salida de luminiscencia (56).

1.4 Espondiloartropatias
1.4.1 Definicion

El término Espondiloartritis también conocido como Espondiloartropatia (EAS) abarca un

grupo heterogéneo de enfermedades inflamatorias que se caracterizan por oligoartritis a nivel

periférico, inflamacion de las inserciones de los ligamentos y de los tendones a los huesos
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(Entesitis), aunque puede presentar manifestaciones mucocutaneas, oculares, cardiacas y se ha
visto asociado con HLA-B27(57).

Los subtipos de EAS son: Espondilitis Anquilosante (EA), Artritis Reactiva (ARe),
Artritis Psoriasica (PsA), Artritis Enteropéatica (Asociada con enfermedad Inflamatoria Intestinal
y colitis ulcerativa o Enfermedad de Crohn’s), Espondiloartritis juvenil; Espondiloartritis
indiferenciada (EASI)(58).

La prevalencia dentro de las EAS se ubica entre el 0.1% y 2.5% aunque las cifras varian
de una poblacién a otra, mientras que el rango de incidencia reportado oscila entre 0.3 a 7.3 por
cada 100.000 habitantes por afio. Dentro de las EAS, se destaca la EA como el subtipo mas
frecuente dentro de las EAS seronegativas en algunas zonas del mundo cuyo inicio se determina
entre los 20 y los 30 afios de edad, aunque son los factores genéticos los que determinan
primariamente el riesgo y la severidad de la enfermedad se contrasta a través de estudios
radiologicos, BASDAI o BASFI (59).

Un estudio realizado por Valle et al. (2011) puso de manifiesto la ausencia de datos
demogréficos, de incidencia y de prevalencia en pacientes con EAS en Colombia (60), pero se ha
reportado una reduccién en la calidad de vida de aquellos pacientes con menor nivel educativo

con este tipo de enfermedades (61).
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1.4.2 Diagnostico de las EAS
Criterios diagnésticos en EAS del grupo ASAS (en inglés, Ankylosing Spondilytis

Assesment Study), son los siguientes (62):

Diagnostico radioldgico de sacroileitis+1 0 | HLA B27 + 2 0 mas caracteristicas de

mas caracteristicas de espondiloartritis. espondiloartritis.

Caracteristicas de espondiloartritis Diagnostico radiolégico de sacroileitis

. Dolor inflamatorio bajo. Inflamacidn activa (aguda) en RM altamente sugestiva
. Artritis. de sacroileitis asociada a EAS.

. Estesitis Sacroileitis radiologica definida acorde con los criterios
o Uveitis. de Nueva York (grado >2 bilateral o grado 3-4

. Dactilitis. unilateral).

o Psoriasis.

. Crohn/Caolitis.

. Buena respuesta a Aine.

. Historia familiar de EAS.

o HLA-B27.

o Proteina C reactiva, elevada.

Tabla 4. Criterios de Clasificacion ASAS para espondiloartritis.

1.4.3 Etiologia de las EAS

Por otro lado, en el afio de 1971, el investigador John Ball proporcioné una primera
descripcidn histoldgica de la EA distinguible de la AR, en la que expuso la destruccion inicial a
nivel de la entesis (el sitio de insercion de ligamentos, tendones y capsulas articulares al hueso).
Ademas, propuso la presencia de “sindesmofitos” cuyo término define la calcificacion de los
ligamentos de la articulacion (63). Posteriormente se report6 la fuerte asociacion genética entre
las EAS y el HLA-B27, cuyo alelo es poseido por el 90% al 95% de los pacientes con EAS(64).
Luego en 1995 Braun et al. realizaron un estudio de biopsias de tejidos articulares a partir de
pacientes con EA y evidenciaron por técnicas de hibridacion e inmunohistoquimica la presencia
de niveles elevados de TNF-a (26). Sobre la base de las ideas expuestas se inicio la busqueda de
caracteristicas diferenciales entre las EA y la AR, por lo que se reportd un alto numero de

macrofagos regulatorios M2, cuyo marcador es la proteina CD163" restringida a la expresion del
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linaje monocitico/macréfago en la EA, mientras que en el caso de la AR se planteo la presencia
de macréfagos pro-inflamatorios M1 (65).

Sin embargo, hoy en dia no se sabe a ciencia cierta cual es la causa exacta de las EAS. La
comunidad médico-cientifica resalta que la mayoria de las personas que sufren la enfermedad
presentan en sus familias otros casos de EAS, por lo que se piensa que se trata de una enfermedad
con un factor hereditario alto; mientras que otras apreciaciones revelan el papel fundamental que
juega el antigeno de histocompatibilidad HLA-B27, ya que esta molécula es capaz de acoplar un
péptido en su interior que permite la posterior activacion del linfocito T y la posibilidad de
presentar este antigeno supone la probabilidad del 1-2% de padecer de EA (66).

Del mismo modo, se ha demostrado una tendencia de HLA-B27 a plegarse erroneamente
formando homodimeros y formas no canonicas que podrian acumularse en el reticulo
endoplasmatico (RE) e inducirian respuestas a estrés, desencadenando procesos inflamatorios que
podrian tener un papel patogénico en el desarrollo de la EA. El plegamiento anémalo podria
inducir la activacion de NF-kB y éste, a su vez, induciria produccion de citocinas
proinflamatorias tales como el TNF-a, IL-1 o0 IL-6, en monocitos-macréfagos (67).

1.4.4 Factores genéticos relacionados a las EAS

Aunque la etiologia precisa de las EAS es desconocida, existe una creciente evidencia de
que estas enfermedades son el resultado de la interaccion de factores genéticos, ambientales e
inmunoldgicos.

Desde hace tiempo, se sabe que las EAS se pueden presentar en parientes de primer grado
y se presume la asociacion existente entre factores genéticos compartidos; sin embargo, fue hasta
la década de 1970 cuando se asocio el alelo HLA-B27 con la enfermedad (68).

En el afio 2013, la organizacion IGASC (en inglés, International Genetic of Ankylosing

Spondylitis Consortium), demostrd la presencia de multiples variantes de riesgo asociados a la
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EA identificando 13 loci adicionales, lo cual generé un aumento en el numero total de
marcadores genéticos asociadas con la EA. Por lo tanto, la presencia de estos loci refuerzan la
creciente evidencia de que el procesamiento de péptidos aberrantes antes de la presentacion del
CMH de clase | ocurre y que alteraciones producidas en la via de la IL-23 son elementos claves
en la patogénesis de la EA; por lo que las asociaciones a la region del CMH no estan totalmente
definidas exclusivamente por el alelo HLA-B27 (69).

Tal es el caso del incremento de la frecuencia del alelo HLA-B60 y HLA-B39, los cuales
se han asociado a la susceptibilidad a desarrollar EA independientemente del alelo B27 en
pacientes de China y Japon, respectivamente (70, 71). Por otro lado, la puesta en practica de
estudios de asociacion de genoma completo 0 GWAS ha sido una herramienta importante para
identificar variantes genéticas asociadas a ciertas patologias. En lo que respecta a las EAS, se han
establecido éstas como un grupo de enfermedades multifactoriales con una base poligénica, en la
que estan involucrados genes tanto de adentro como de afuera del complejo mayor de
histocompatibilidad, y ademas de la region HLA unos 30 loci de riesgo no-HLA han sido
descritos, estudio en el cual se incluyeron sujetos provenientes de Colombia (72, 73), ver anexol.
1.4.5 Citocinas involucradas en el proceso inflamatorio de las EAS.

Generalmente los macr6fagos M2 estan en pacientes con EAS, estas células tienen
propiedades inmunoreguladoras y estan involucradas en el proceso de angiogenesis, asi como en
la reparacion de tejidos. Por otro lado, la induccidon de este tipo de macréfagos se debe a
estimulos por parte de la IL-4, IL-10 y la coestimulacion por parte de complejos inmunes, asi
como ligandos de TLRs. Estudios sobre fluido sinovial soportan la idea de que cambios en el
balance M1/M2 podrian influenciar variaciones en ciertas citocinas pro inflamatorias, de hecho el
TNF, IL-1, IL 12p40 secretadas por macréfagos M1 se encuentran disminuidos en pacientes con

EAS comparados con pacientes con AR. En contraste, la IL-23 ha sido asociada con el control de
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células linfoides innatas, asi como con la participacion en la via IL-23/STAT3 donde
polimorfismos asociados a los genes tanto del IL23R o STAT3 podrian ser un indicativo de
susceptibilidad a la enfermedad (74).

Algunas de las manifestaciones en este tipo de patologia son el denso infiltrado de
macrofagos, como lo expuso Braun et al en 1995,asi como la presencia de mMRNA del TNF-a a
nivel de las articulaciones sacroiliacas (26). Un papel clave de la citocina TNF ha sido mostrado a
través de la eficacia de los bloqueadores bioldgicos.

En contraste, existe evidencia de un papel protagonico para TNF-a en algunos modelos
que proponen asociaciones entre todo el grupo de EAS y enfermedad inflamatoria intestinal,
donde pacientes pueden desarrollar lesiones intestinales similares a la enfermedad de Crohn, asi
como la expresion de TNF-a a nivel intestinal (75).

1.4.6 Polimorfismo -308 del TNF-a en EAS

Hasta el momento se ha inferido en el rol de ciertos factores genéticos en la patogénesis
de las EAS, aunque solo del 20 al 50% de la poblacién de pacientes con EA podria explicar la
susceptibilidad genética basados en la presencia del HLA-B27. Por tal razén, algunos
investigadores han planteado otros factores que podrian estar vinculados a susceptibilidad a la
enfermedad, siendo el TNF-a un blanco importante por ser una citocina inflamatoria y
moduladora de la destruccion articular (76).

En el afio 2006, Vargas et al. realizaron un estudio para evaluar los SNPs -308 y -208 en
la regioén promotora del TNF-a en 229 pacientes mexicanos: 113 con EA, 92 con EASI, 24 con
ARe y 169 controles sanos. El analisis demostré que la frecuencia alélica T(2)A estaba
aumentada en el grupo total de pacientes con EASI (p=0.05, pC=NS, OR =1.83); ademas, el alelo
T(2)A (p=0.05, OR=2.4) y el genotipo T1T2(A/G) presentaron un valor (p= 0.05, pC= NS, OR

=2.25) en el grupo de pacientes con EAS, por lo que fue planteado como un factor genético
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asociado a susceptibilidad. Por otro lado, no hubo correlacion significativa entre los genotipos y
los datos clinicos; al mismo tiempo que la asociacion fue independiente de la susceptibilidad
conferida por el alelo HLA-B27 en este grupo de pacientes (77).

Posteriormente en Colombia, Romero et al. evaluaron la correlacion existente entre la
presencia del polimorfismo -308 del TNF-a con: niveles séricos de la proteina, la expresion del
HLA-B27, edad, inicio de los sintomas, subtipos de EAS y la actividad de la enfermedad respecto
a controles sanos. Los resultados de las comparaciones del genotipo -308A del TNF-a entre
controles sanos y pacientes con EAS arroj6 un (p=0.004), pacientes con EASI (p=0.040),
pacientes con ARe (p=0.001), los cuales fueron estadisticamente significativos. Por otro lado, la
comparacion entre los alelos para las EAS obtuvo una diferencia estadisticamente significativa
(p=0.007), entre los pacientes con EAS y controles. En resumen, los resultados obtenidos
evidencian que la frecuencia del genotipo -308A del TNF-a entre pacientes con EAS y controles
sanos fue diferente en la poblacion colombiana en estudio, y no hubo correlacién significativa
con los indices clinicos de actividad y funcion, TNF-a a nivel sérico y el HLA-B27. Sin embargo,
la presencia del alelo -308A del TNF-a en pacientes con EAS sugiere que este SNP no ejerce un
efecto protector para las EAS (78).

En el 2013 Ji et al., evalu6 la posible asociacién entre la EA y algunos SNPs (-238, -308,-
850, -857, -863 locus, and TNF-B +252) en la region promotora del gen TNF-a y sus haplotipos
asociados, para lo cual uso el método de PCR-RFLP en pacientes con EA progresiva, EA estable
y controles. Como resultado, concluyen que los SNPs -857 y -850 aumentan la susceptibilidad a
EA, aunque no reflejen el estado activo de la enfermedad. Mientras que el SNP -308 puede ser un
indicativo débil del estado activo de la enfermedad (79).

Estudios reportan el posible vinculo entre ciertos SNPs del TNF-a como factor predictor

en cuanto a la respuesta al tratamiento con ciertos farmacos bioldgicos. Para ilustrar este
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planteamiento, Tong et al. efectuaron un metaanalisis utilizando como referencia a los SNPs -308
A/G y -857 C/T, a través de seis estudios con pacientes que cursaban con EAS y EII, cuyos
resultados proponen que tanto los pacientes portadores del alelo comun G y C, respectivamente,
como del genotipo G/G para el -308(OR: 2.31; 95% ClI: 1.36-3.91; p = 0.002) y el genotipo C/C
para el -857 (OR: 3.66; 95% CI: 1.35-9.92; p = 0.01) tenian mejor respuesta a la terapia
bioldgica. Para tal efecto consideraron los siguientes criterios de respuesta: (Espondilitis
Anquilosante: BASDAI); (Enfermedad de Crohn: CDAI); (Psoriasis: PASI)(80).

Otro hallazgo importante fue hecho por Murdaca et al. (2014), quienes evaluaron la
asociacion de ciertos SNPs (-238, -308, y +489) a nivel del gen del TNF-a en relacion con la
susceptibilidad y respuesta a inhibidores del TNF-a (Adalimumab, Etanercept e Infliximab) en 57
pacientes caucasicos con Artritis Psoriasica y 155 controles sanos. Sin embargo, no encontraron
diferencias para los alelos -238 y -308, pero si para el alelo +489 (p= 0.0136)conrespecto al
tratamiento con Etanercept en el grupo de pacientes con PsSA (4).

En adicién a estos planteamientos, es interesante para nosotros poder vincular la
inmunogenicidad a la pérdida de efectividad de la terapia bioldgica para estos pacientes y la
presencia del SNP -308 del TNF-a, sin regirnos Gnicamente por asociaciones entre el SNP -308
del TNF-a y los indices que definen la actividad de la enfermedad, es decir escalas visuales
analogas.

1.4.7 Inmunogenicidad en EAS

Hasta la fecha, muchos individuos -por distintas razones- han sido tratados con
anticuerpos monoclonales de forma terapéutica. ElI grupo de Bacquet-Deschryver et al., ha
inferido respecto al impacto que puede tener el uso de tres farmacos Anti-TNF-a (Infliximab,
Etanercept y Adalimumab) en 156 pacientes con AR y 95 con EAS (58 con EA y 37 con APs) a

través de un estudio retrospectivo durante dos afios en el cual se consideraron aspectos clinicos y



49

bioldgicos como: anticuerpos antinucleares (ANAS), anticuerpos anti doble cadena (dsDNA),
factor reumatoide (FR) y anticuerpos anti péptido ciclico citrulinado (Anti-CCP)(81).

Los titulos de ANAS y de Anti-dsDNA incrementaron significativamente (p <0.001), aun
asi fue menor en aquellos pacientes que recibieron Infliximab comparado con Etanercept en
ambas enfermedades reumaticas, y que Adalimumab en los pacientes con AR. En sintesis,
plantearon que las respuestas terapéuticas eran independientes de los titulos de ANA y anti-
dsDNA para ambas patologias y que destacaba la disminucion de los titulos del FR pero no de los
niveles de anticuerpos Anti-CCP con respecto al tratamiento bioldgico que recibieron(81).

En contraste, en el afio 2009 Vries et al., evaluaron la respuesta clinica de pacientes que
cursaban con EA y que estaban en tratamiento con Etanercept en comparacion con los niveles
séricos del medicamento y la presencia de ADAs. La poblacion fue de 53 pacientes, quienes
recibieron 25 mg. segun consideraciones del grupo ASAS para Etarnercept, dos veces por
semana. El resultado obtenido fue la ausencia de ADAs, ademas los niveles séricos de la
medicina no se vieron alterados entre los pacientes respondedores y no respondedores. Los
niveles de Etanercept se midieron a través de una nueva técnica de ELISA, basados en el
principio de que el medicamento es capturado de acuerdo a su habilidad para unirse al TNF-a, la
sensibilidad de deteccion fue de 1 ng/ml. Como resultado, el 76% de los pacientes con EA fueron
clasificados como respondedores al Etanercept después de tres meses de tratamiento. En contra
parte no hubo correlacion entre la concentracion del medicamento, la formacién de ADAs y la
respuesta clinica. También cabe destacar estudios anteriores hechos por estos investigadores con
Infliximab y Adalimumab, donde si observaron una correlacion entre la disminucion de la
respuesta al tratamiento, asi como la aparicion de ADAs, lo cual hace pensar a los autores que el

Etanercept podria ser menos inmunogénico (82).
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Por otra parte, un estudio basado en investigar la relevancia clinica de ADAs contra
Infliximab en 94 pacientes con EAS que habian sido sometidos al tratamiento por un periodo
prolongado (desde el afio 1999 al afio 2010), demuestra una pobre respuesta clinica y la aparicion
de reacciones a la infusion (83).

En el afio 2013, Placencia et al. realizaron un estudio en el que plantean si la respuesta a
un segundo farmaco bioldgico anti-TNF-a se relaciona con el previo desarrollo de ADAs al
tratamiento de inicio; por lo cual evaluaron a 42 pacientes que habian fallado al tratamiento a
través del indice ASDAS (en inglés, Ankylosing Spondylitis Disease Activity Score), encontrando
que la presencia de ADAs predice una mejor respuesta clinica a un segundo farmaco
bioldgico(84).

Por otro lado, Garcés et al. proponen a través de un metaanalisis como la
inmunogenicidad a ciertos bioldgicos es el mecanismo detrds del fracaso al tratamiento, pero
también consideran que este efecto puede ser atenuado mediante el uso de tratamiento
concomitante (85).

1.5 Artritis Reumatoide
1.5.1 Definicion

La AR es una enfermedad inflamatoria cronica de caracter progresivo que produce dolor,
rigidez, tumefaccion de las articulaciones y ademas con el tiempo puede llegar a generar
deformaciones importantes produciendo distintos grados de discapacidad y limitacion en la
calidad de vida (86).

1.5.2 Diagnoéstico de la AR
Cada enfermedad puede caracterizarse por sintomas especificos. En el caso de la AR, el

ACR (en inglés, American College of Rheumatology) establecio criterios de clasificacion en
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1987, gracias a los cuales se considera AR probable cuando estan presentes 4 o mas criterios, de

los siete expuestos a continuacion (87).

1 Rigidez Matutina

Rigidez matutina articular que dura al menos 1 hora.

2
Acrtritis de tres 0 mas grupos
de articulaciones

Al menos tres grupos de articulaciones deben estar
inflamadas simultdneamente. Algunos grupos articulares
son: interfalangicas proximales, metacarpofalangicas,
mufiecas, codos, rodillas, tobillos y metatarsofalangicas.

Nodulos Reumaticos

3 Awrtritis de articulaciones de Al menos una articulacion de las manos debe estar
las manos. inflamada.

4 Artritis Simétrica Afectacion simultanea del mismo grupo articular.

5 Nodulos subcutaneos en prominencias 6seas, superficiales

de extensidn o en zonas yuxta-articulares.

Factor Reumatoide en suero

(o]

Presencia de valores elevados

Alteraciones Radiol6gicas

Debe existir erosion u osteoporosis yuxtarticular clara y
definida en articulaciones afectadas.

Tabla 5.Criterio diagnostico de AR.

Adicionalmente, se consideran los criterios de clasificacion del ACR/EULAR 2010 para

la clasificacion de la AR. Un paciente sera clasificado con AR si la suma total es igual o superior

a 6 (88).

Afectacion articular

1 articulacion grande afectada

2-10 articulaciones grandes afectadas
1-3 articulaciones pequefias afectadas
4-10 articulaciones pequefias afectadas
>10 articulaciones pequefias afectadas

G wWwhNEFkO

Serologia

FR y ACPA negativos

FR y/o ACPA positivos bajos (< 3VN)
FR y/o ACPA positivos alto (>3VN)
Reactantes de fase aguda

VSG y PCR normales

VSG y/o PCR levadas

N O

= O

Duracion
<6 semanas
> 6 semanas

0
1

ACPA: anticuerpos contra péptidos citrulinados; FR: Factor Reumatoide; PCR: Proteina C Reactiva: VN: Valor
normal, VSG: Velocidad de sedimentacion globular.
Tabla 6.Conjunto de variables y puntuacion para el computo global.
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1.5.3 Etiologia de la AR

Se plantea el mecanismo inmunoldgico como el mas relevante para proponer la etiologia
de esta enfermedad, estableciéndose como un proceso fisiopatologico en el cual el organismo
responde a un dafo inflamatorio producido en el propio tejido en el que participan mediadores
celulares y humorales. El tipo de inflamacidn que caracteriza a esta entidad es de tipo crénico, lo
cual genera extravasacion y migracion de monocitos y linfocitos. En consecuencia, se produce
vasodilatacion, permeabilidad vascular y adhesion de leucocitos debido a la participacion de
sustancias solubles proinflamatorias (89).

Algunos mediadores pro inflamatorios involucrados son: IL-1, IL-6, IL-12, IFN-y y TNF-
a. El TNF-a es uno de los mdas importantes ya que su accidon central es la activacion de
macrofagos, PMN, linfocitos T y también es capaz de producir otros mediadores solubles (PGs,
LTs, PAF, Bradicinas, etc.). A medida que se ha ido conociendo la fisiopatologia y los
mecanismos inflamatorios que rigen el dafio articular en este tipo de enfermedad, también se han
involucrado algunos genes que explicarian la predisposicion genética en relacién a la cronicidad
de la enfermedad, tal como el gen tnf-a; aunque se ha descrito que los linfocitos TCD4+
antigénicamente activados podrian ser mediadores centrales de la inflamacion y dafio articular, ya
que secretan IFN-y e IL-17, estimulando asi la secrecion por parte de los macrofagos de IL-1, IL-
6 y TNF-a. Dicho de otro modo, la sobreexpresion de TNF-a e IL-1 son vitales tanto en el
proceso inflamatorio como en el dafio articular (7).

En el afio 1991, Keffer et al. reportaron un modelo genético predictivo de artritis en
ratones transgénicos que sobre expresaban el TNF-a tipo salvaje y el TNF-a humano (h'TNF-a),
con el proposito de evaluar los efectos de la produccion normal y anormal de esta citocina in
vivo. Los resultados indicaron que modificaciones en la region 3' del hTNF-a resulté en la

aparicion de poliartritis inflamatoria cronica, pero que pudo ser prevenida mediante la
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administracion de anticuerpos monoclonales contra hTNF-o, por lo que estos hallazgos
evidencian la importancia del TNF-a en la patogénesis de la artritis (90).
1.5.4 Factores genéticos relacionados a la AR

La regidn del antigeno leucocitario humano (HLA) en el genoma es el méas heterogéneo y
muchas enfermedades son conocidas por estar asociadas con esta region. Desde la década de
1980 se ha explicado la fuerte asociacion del alelo HLA-DR con la AR, donde los alelos que
codifican cinco aminoacidos en la posicion 70-74 de la cadena de HLA-DRp1, conocido (en
inglés, Shared Epitope SE) o epitopo compartido estarian sobre expresados en pacientes con AR
(91). Aunque estas hipotesis no son definitivas, constituyen datos importantes que apoyan la
susceptibilidad genética en la AR.

Asi pues en genética se han realizado estudios de asociacion del genoma completo GWAS
(en inglés, Genome Wide Association Study), el cual permite realizar analisis de variacion
genética a lo largo del genoma humano con el propoésito de identificar asociaciones entre los
polimorfismos de un solo nucledtido y ciertas enfermedades como es el caso especifico de la AR.
De alli que estudios en cohortes a gran escala hayan permitido la evaluacion simultanea de miles
de genes con respecto a la susceptibilidad a ciertas enfermedades, determinar el fenotipo de la
enfermedad e incluso la respuesta a la terapia (92). En consecuencia, los alelos asociados con la

susceptibilidad a la AR segun el estudio GWAS se muestran a continuacion:
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Gen Candidato Locus SNP OR

PTPN22 1 Rs2476601 1.23-1.75
PADI4 1 Rs 2240340a 1.4

STAT4TIC 2 Rs1188934 1.22 (0.98-1.53)
FCGR2A 1 Rs12746613 1.1

CTLA4 2 Rs3087243 0.75-1.136
CCL21 9 Rs2812378 1.1

TRAF1 9 Rs3761847 1.1(0.97-1.32)
IRF5 7 Rs10488631 1.16 (0.72-1.87)
CCR6 6 Rs3093023 0.79 (0.64-0.98)
CD40 20 Rs4810485 0.91-1.02
IL2RA 10 Rs2104286 0.92

Tabla 7. Los alelos mas relevantes asociados a la susceptibilidad de la AR, segln estudios de asociacién
GWAS.

155 Epidemiologia de la AR

Estudios a nivel mundial de incidencia y prevalencia han reportado en las ultimas décadas
variaciones considerables sobre todo en el norte de Europa y América donde se estima una
prevalencia del 0.5% al 1%, y una incidencia media anual de 0.02-0.05%. Aunque la AR afecta
principalmente a las mujeres en una proporcion de 3 a 1 con relacion a los hombres y su
prevalencia en la poblacién latinoamericana es cercana al 0.5%, esta enfermedad aumenta con la
edad y la diferencia entre géneros disminuye en el grupo de edad avanzada. Cominmente la AR
inicia durante la cuarta y quinta década de la vida, por lo tanto el pico de incidencia ocurre entre
los 35 y 50 afios de edad (93, 94).

Paralelamente, la AR produce un aumento en la mortalidad y la supervivencia en estos
pacientes disminuye de 3 a 10 afios; ademas es una patologia multifactorial por lo que se hace
necesario establecer las diversas interacciones que influyen en su incidencia y expresion. Dentro
de ese marco, los principales factores de riesgo son: la susceptibilidad genética, el sexo, la edad,
el tabaquismo, agentes infecciosos, hormonales, factores dietéticos, socioecondmicos y étnicos.
Algunos autores exponen que la AR y la EA son patologias complejas en las que muchas veces la

herencia no esta sujeta exclusivamente a leyes mendelianas, ya que son enfermedades
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poligénicas, por lo que la complejidad en este tipo de enfermedades puede extenderse a factores
no geneéticos en los que se incluyen eventos evolutivos e histéricos que catalogan a las
enfermedades autoinmunes como un fendmeno poblacional y no individual (95).

Por todo lo anterior, la epidemiologia genética ha hecho esfuerzos por estudiar la
interaccion entre los factores genéticos y ambientales que dan origen a las enfermedades del ser
humano, a veces llamados “estudios de asociacion”. El TDT (en inglés, Transmission
Disequilibrium Testing) es un método que ha sido utilizado para examinar genes candidatos que
tienen marcadores altamente polimorficos, ya sean dentro del gen o dentro de una distancia
pequefia a la secuencia de codificacion. Sobre el asunto se han publicado anélisis relacionados
con el CMH y su asociacion con la AR, asi como la participacion del gen tnf. Mediante este
método se ha demostrado que el TNF esta asociado al haplotipo Al, B8 y DR3, vinculandolo con
la AR (96).

1.5.6 Citocinas involucradas en el proceso inflamatorio de la AR

A finales de 1980, nuevas técnicas moleculares estaban disponibles para medir citocinas
en el sinovial, lo cual ofreci6 la oportunidad de estudiar el rol de las células T como una de las
causas inductora en la AR. Sin embargo, una de las observaciones mas representativas fue la baja
concentracion de IL-2 e INF-y por parte de las células T; asi como la aparicion de macrofagos,
fibroblastos y niveles elevados de IL-1, IL-6, IL-15, IL-18, TNF-a, GM-CSF (factor estimulante
de colonias granulocitos-macréfagos) y varias quimiocinas, producidos por la membrana sinovial
reumatoide. Ademas, la aparicion de citocinas supresoras como el TGF-f y IL-1R y como
resultado la presencia de mecanismos de sefializacion anti-inflamatorios; como es el caso del
supresor SOCS3 (en inglés, Suppressor of Cytokine Signaling-3)el cual se expresa en la AR,

aunque los niveles son bajos como para bloquear la sinovitis.
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Al mismo tiempo, los macréfagos y fibroblastos se encuentran adyacentes en la intima del
revestimiento sinovial e incluso producen citocinas con actividad autocrina y paracrina. Entre las
citocinas pro inflamatorias que ejercen funcién autocrina al macréfago se encuentran: IL-15,
GM-CSF, M-CSF, TNF-a, mientras que en los fibroblastos intervienen: TGF-f y FGF (en
inglés,Fibro Blast Growth Factors). Entre las citocinas que ejercen funcidn paracrina y pro
inflamatorias, se encuentran: IL-1, IL-18, TNF-a, IL-8, IL-6, GM-CSF, IL-17 e INF-y; y con
respecto a aquellas que ejercen funcion anti-inflamatoria, tenemos: IL-10, IL-1Ra, STNF-R, IL-4
97).

Posteriormente en el afio 2007, Mclnnes et al, enuncian en un estudio gran parte de las
citocinas que estan involucradas en la patogénesis de la AR como: IL-1a, IL-1B, IL-18, TNF-a,
LT-a, LTB, RANKL (en inglés, Receptor Activator of Nuclear Factor kB Ligand), BAFF (en
inglés, B-Cell activating Factor); APRIL (en inglés, a Proliferation-Inducing Ligand), IL-17A,
IL-12, IL-23, IL-7, IL-15, IL-10, IL-6, Oncostatina M, TGF-B, familia BMP (en inglés, Bone
Morphogenetic Protein);PDGF (en inglés, Platelet-Derived Growth Factor); familia FGF, VEGF
(en inglés, Vascular Endotelial Growth Factor), 1L-32, MIF (en inglés, Macrophage migration-
Inhibitory Factor), Interferén Tipo | (98). A pesar de que algunas citocinas son parte de blanco
terapéutico actual, sigue siendo un desafio el tratamiento de la AR debido a la respuesta parcial o

ausente de algunos pacientes.
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Expresion a nivel de

Citocina ) . Funcion Potencial en la patogénesis de la AR
células articulares

IL-1a y/o IL- | Monocito, células B, Miberacion de citocinas en fibroblastos sinoviales,

1B Fibroblastos sinoviales, | MMP, INOS y PG;
condorcitos. ACitocinas en monocitos, liberacion de ROl y PG, ven

la sintesis de GAG, expresion de moléculas de
adhesion.

IL-18 Monocitos, PMNs, DCs, | Diferenciacion de células T(Células Thl con IL-12;
plaquetas, células | células Th2 con IL-4); Activacion de células NK,
endoteliales. vcondrocitos y sintesis de GAG, expresion de iNOS,

activacion de PMN.

TNF Monocitos, células T, | 4 Activacion de monocitos, liberacion de citocinas y
células B, células NK, | PG, PMN, apoptosis4aumento en la expresién de
PMNs, fibroblastos | células de adhesion,sintesgs de colageno y proliferacion
sinoviales, osteoblastos. de fibroblastos sinoviales, efecto endocrino,

LTay/oLTB | Células T, monocitos, | Desarrollo de 6rgano linfoide periférico, bioactividad
fibroblastos sinoviales similar a TNF-a.

RANKL Células Estromales, | Estimula la via de reabsorcién ésea y de maduracion
osteoblastos, células T de osteoclastos, modula la interaccion entre células T-

CDs.
BAFF Monocitos, células T, DCs. | Proliferacion de células B, secrecién de anticuerpos,
cambio de isotipo, co estimulacion de células T.

ABRIL Monocitos y células T Proliferacion de células B.

IL-17A Células Th17, Fibroblastos | 4 Citocinas por fibroblastos sinoviales, liberacion de
sinoviales MMP, osteoclastogénesis, ysintesis de GAG por parte

de los condrocitos# produccion de citocinas por parte
de los leucocitos.

IL-12 Macro6fagos, células | Maduracion y proliferacion de células Thl, Activacion
dendriticas. de células B, citotoxicidad por parte de las células NK

y células T.

IL-23 Macro6fagos, células | Proliferacién de células Thl7.
dendriticas.

IL-7 Fibroblastos sinoviales, | Expresién de células T, activacion de macrofagos,
monocitos? maduracion de células NK.

IL-15 Monocitos, fibroblastos | Diferenciacion de las células B y cambio de isotipo,
sinoviales, células B, | citotoxicidad y activacion de células NK, activacién de
PMNs, Células dendriticas. | fibroblastos sinoviales, activacion de macrofagos.

IL-10 Monocitos, células T y B, #Liberacidn de citocinas por parte de los macréfagos,
Células dendriticas, células | expresion de receptores solubles iNOS, ROI, induccion
epiteliales. de anergia, iexpresi()n MHC, maduracién de células T

reguladoras, liberacion de coldgenoAcambio de isotipo
por parte de las células B.

IL-6 Monocitos, fibroblastos | Proliferacion de células B y produccién de anticuerpos,
sinoviales, Células B y | trombopoyesis y hematopoyesis,4 proliferacién de
celulas T. células TAaumento hepético de proteinas de fase aguda.

Abreviaturas: (en inglés: APRIL, proliferation-inducing ligand; BAFF, B-cell activating factor; BMP,
bone morphogenetic protein; DC, dendritic cell; GAG, glycosaminoglycans; IL, interleukin; iNOS,
inducible nitric-oxide synthase; MMP, matrix metalloproteinase; NK, natural killer; PG, prostaglandin;
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PMN, polymorphonuclear leukocyte; ROI, reactive oxygen intermediate; TGFp, transforming growth
factor-B; TH, T helper; TNF, tumour-necrosis factor; TReg, regulatory T).
Tabla 8. Actividad de ciertas citocinas implicadas en la patogénesis de la AR, tomado de (98).

1.5.7 Polimorfismo -308 del TNF-a en AR

De todos los SNPs que afectan la region promotora del gen tnf-a, el que se encuentra en la
posicion -308 parece ser el mas asociado con respecto a la susceptibilidad a ciertas enfermedades
autoinmunes y consiste en la sustitucion de una guanina (G) por una adenina (A), generandose
los alelos TNF1 y TNF2 genotipos G/A o A/A, respectivamente. Estos hallazgos quedaron de
manifiesto en 1997 cuando Wilson et al. demostraron el efecto de un polimorfismo en la region
promotora del gen tnf-a con respecto a la activacion transcripcional, en lo que ellos denominaron
alelo TNF2 con respecto al alelo TNF1 (99).

La evolucion histérica de las enfermedades autoinmunes y las hipétesis sobre la
participacion de los SNP’s ubicados en el gen promotor del TNF-a, sigue siendo un éarea de
amplio estudio. En el afio 2003 Cuenca et al, evaluaron la asociacion del SNP -308 del TNF-a y
la susceptibilidad a desarrollar AR en pacientes chilenos, a través de la sobreexpresion de TNF
inducido por LPS utilizando el sistema WBCS (en inglés,Whole blood culture system) ex vivo.
Paralelamente los investigadores evaluaron citotoxicidad en fibroblastos murinos de la linea
celular L929 para avaluar la actividad biol6gica del TNF-o. En resumen, los resultados
demostraron que el alelo TNF2 se encontr6 en el 23% de los pacientes con AR y el 10% de los
controles, donde ambos grupos presentaron una alta variabilidad en cuanto a la concentracion
sérica de TNF-a, niveles de TNF-a inducido por LPS y en la citotoxicidad de la citocina en la
linea celular L929. Sin embargo, los autores concluyen que estas diferencias no estaban asociadas
al SNP -308 del TNF-a. (100).

Posteriormente en el afio 2005 en México se determino la frecuencia del polimorfismo -

308 del TNF-a correlacionado con la severidad en AR, donde se demostré una frecuencia
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incrementada para el alelo (A)-308T2 en AR severa comparado con enfermedad no severa y
controles sanos; la clasificacion de los sujetos se hizo de acuerdo a los criterios de ACR vy las
siguientes variables: HAQ-DI, erosiones, factor reumatoide, manifestaciones extra articulares,
entre otras. En sintesis, los datos exponen que el alelo (A)-308T2 estaba asociado con
susceptibilidad al desarrollo de AR severa en mexicanos (101).

Analogamente en el 2007, el grupo de Lee et al, a través de un metaanalisis reunieron 14
estudios (10 europeos, 3 latinoamericanos y uno asiatico), en los que se asocid la presencia del
alelo A -308 del TNF-a y la AR; pero al comparar la poblacion general no se encontro asociacion
entre el alelo A -308 del TNF-o (OR 1.005; IC 95% 0.715-1.412, p = 0.976). Sin embargo, la
estratificacion por grupo étnico indico que este alelo para TNF-a tenia asociacion significativa
con la AR en la poblacion latinoamericana de: Brasil, México, Colombia y Chile, (OR 2.004, IC
95% 1.158-3.467, p = 0.013). En contraste, no hubo asociacion detectada para el alelo A del
TNF-a en los pacientes con AR de las muestras europeas (OR 0.911, IC 95% 0.684 -1.212, p =
0.520); y por ultimo, proponen que el genotipo A/G para el SNP-308 del TNF-a podria
representar un factor de riesgo significativo para los pacientes latinoamericanos con AR, pero no
para los europeos (102).

En contra parte, Oregon et al, evaluaron el SNP -308 y -238 del TNF-a en 50 pacientes
con AR y 100 controles sanos, por medio de: PCR-RFLP para la identificacion de los SNPs,
gPCR (en inglés, Quantitative Polymerase Chain Reaction) para evaluar la expresion de mRNA
y los niveles de TNF-a por ensayo inmunoenzimatico. La presencia del genotipo A/G fue mayor
en los pacientes con AR que en los controles sanos y el genotipo G/G fue asociado con altos
niveles de mMRNA. En oposicion, los investigadores no encontraron diferencias significativas para
el SNP -208 y concluyeron que el SNP -308 podia ser considerado como un marcador de

susceptibilidad en AR (103)
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1.6 Inmunogenicidad en AR

La terapia biologica ha revolucionado el tratamiento de la AR; sin embargo, es importante
considerar que algunos medicamentos presentan diferentes tasas de inmunogenicidad
influenciado por la via de administracion, medicamentos concomitantes, dosis del farmaco,
factores genéticos, edad y sexo, estatus nutricional e inmune, el tamafio y la estructura de la
droga, el numero de epitopes, la velocidad de depuracién del complejo inmune y la solubilidad
del farmaco. Paralelamente es necesario considerar que la deteccion de ADAs puede verse
afectada por el tipo de ensayo de deteccion

Bender et al. (2006) realizaron un estudio para evaluar la formacion de ADASs contra
Adalimumab, eficacia y eventos adversos entre 15 pacientes con AR activa: 4 de ellos fueron
tratados con Adalimumab como monoterapia y los 11 pacientes restantes con DMARDs
concomitante. Asi mismo, la actividad de la enfermedad fue medida por DAS28 y los ADAs
fueron detectados por ELISA. Como resultado, la frecuencia en cuanto a la produccion de
anticuerpos anti-Adalimumab fue del 87% (13/15) detectados en niveles muy bajos y esta misma
poblacién abandond la terapia dentro de las 45 semanas siguientes. Los resultados muestran que
los cuatro pacientes tratados con Adalimumab y nueve gue estaban recibiendo DMARDs como
terapia concomitante presentaron ADAS; la densidad éptica (OD) de los niveles de HAHA fue
dividida en tres grupos: pacientes con niveles bajos séricos (0.02 <OD < 0.2), nivel intermedio
(0.2 <OD < 1.0) y nivel elevado de anticuerpos (OD>1). Asi, los autores concluyen que el
Adalimumab a pesar de ser un farmaco humanizado puede inducir a la inmunogenicidad en un
alto porcentaje de los pacientes que lo consumen (104).

Luego Van der Maas et al. (2012), a traveés de un estudio de cohorte longitudinal y
observacional,evaluaron cambios a traves del DAS28, niveles de Infliximab y ADAs en 147

pacientes con AR y con un indice DAS28 de 3.5 durante 18 meses; encontrando que el 27%
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(95%Cl: 20-42%) y el 44% (95%CI:36-52%) de los pacientes presentaron un DAS 28 por debajo
de 2.6 0 3.2, respectivamente. Asi mismo, niveles bajos de Infliximab prevalecieron en aquellos
quienes tenian un DAS28>3.2 (48%, 95%CI: 37-59), pero este mismo comportamiento se
observo en pacientes que presentaron baja actividad de la enfermedad (31%, 95%CI: 20-42). Por
lo tanto plantean que tanto niveles séricos altos como bajos de Infliximabprevalecen en estos
pacientes, e incluso en aquellos con baja actividad de la enfermedad (105).

Se ha demostrado que del 12% al 44% de los pacientes con AR, desarrollaron resistencia
0 reacciones adversas a los agentes anti-TNF-a, probablemente a causa de anticuerpos
neutralizantes. El Infliximab y el Etanercept han sido utilizados durante un tiempo mas
prologando, por lo que su inmunogenicidad ha sido mejor caracterizada que lade los otros
agentes. Ademas, la estructura quimérica, dosis, ruta de administracion y frecuencia de
administracion de Infliximab aumentan su inmunogenicidad (106).

Objetivos

2.1  Objetivo Principal

Establecer la presencia del polimorfismo -308 del TNF-o y su asociacion con
inmunogenicidad, niveles séricos de farmacos anti-TNF-a con la actividad clinica en pacientes
con AR y EAS en el Hospital Militar Central.
2.2  Objetivos Especificos

. Determinar la frecuencia del SNP-308 en pacientes con AR, EAS y controles.

. Establecer la relacion del SNP -308 con los niveles séricos de anticuerpos anti-

farmaco anti-TNF-a.

. Evaluar la asociacion entre la presencia del SNP -308, la inmunogenicidad, la

actividad clinica de la enfermedad con anti-TNF-a en pacientes con AR y EAS.
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Metodologia

3.1  Generalidades del estudio
. Tipo de estudio realizado

Estudio observacional, analitico, de corte transversal.
. Poblacién blanco

A todos los pacientes con diagndstico de AR y EAS tratados con farmacos anti TNF-a en
el servicio de Reumatologia del Hospital Militar Central de Bogot4, se les informo la naturaleza y
objeto de este estudio y con los aquellos que autorizaron su inclusion, se complet6 por escrito el
correspondiente consentimiento informado, ver Anexo 2.
. Poblacion accesible

Los 111 pacientes que se encuentren en tratamiento con farmacos biol6gicos anti TNF-a,
con diagnostico de AR y EAS en el Hospital Militar Central durante enero del 2013que asistieron
a la aplicacion del medicamento hasta mayo del 2014. Se realiz6 muestreo no probabilistico por
conveniencia.

El grupo de pacientes analizados para el SNP -308 fue de 55 para EAS y 56 para AR.

El grupo de pacientes analizados para inmunogenicidad fue de 46 para EAS y 48 para AR.
. Seleccion de la muestra

Muestreo de corte transversal en el que se incluyeron los pacientes con diagndstico de AR y EAS
en tratamiento con Anti-TNF-a durante el 2013 en el Hospital Militar Central que asistieron a la .

Respecto a los controles se utiliz6 individuos sanos con un minimo de tres generaciones en
Colombia. Debido a que no se ha demostrado que el TNF-o y el alelo HLA-B27 estén
influenciado por sexo y edad los controles no fueron pareados.

. Criterios de inclusién

. Pacientes con diagnostico de AR y EAS en tratamiento con anti-TNF-a en el

Hospital Militar Central.
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. Mayores de 18 afios.

. Que estén de acuerdo con el estudio y firmen el consentimiento informado.
 Criterios de exclusion

. Pacientes mujeres embarazadas.

. Pacientes en quienes por razones diversas no se puedan completar los datos

clinicos, de laboratorios.
. Pacientes con diagnostico y tratamiento en los ultimos 5 afios para enfermedades
neoplasicas, excluyendo en piel cancer basocelular.

. Pacientes con dificultad de desplazamiento a la consulta.

. Pacientes que rechacen participar en el estudio.
3.2  Extraccion de ADN gendmico

Con base en las muestras de sangre total obtenidas a partir depacientes con AR, EAS y
controles sanos, se extrajo el ADN gendmico— procedimiento que se realiz6 a partir de sangre
anticoagulada con EDTA, usando el kit DNA 2000 (Corpogen) y siguiendo las instrucciones del
fabricante-. Se recolectaron 3 ml. de sangre venosa y luego de centrifugar, se tomé6 350 uL de la
capa de células blancas, se lavo 4 veces con 1 mL de solucién de lavado para lisar los glébulos
rojos residuales y el botdn celular final se homogenizé en 500 uL de buffer de lisis celular. Para
desproteinizar esta solucién, se adicion6 500 pL de solucion salina, se centrifugd y 1 mL de
sobrenadante fue transferido a otro tubo para precipitar el DNA afiadiendo 600 pL de
isopropanol. El precipitado fue lavado con 250 pL de etanol al 70% y finalmente disuelto en 100
ML de solucion de reconstitucion y almacenado a -20°C hasta su uso.
3.3 PCR-RFLP

La identificacion del SNP -308 del TNF-a, se realizo de acuerdo con lo planteado por

Wilson et  al (99), usando  los  siguientes  iniciadores:  sentido  5'-
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AGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT-3’, el cual posee una modificacién que incorpora un sitio
de restriccion para la enzima Ncol (nucledtido subrayado) y antisentido 5°-
TCCTCCCTGCTCCGATTCCG-3". Adicionalmente en la reaccion de PCR se incluyd buffer de
reaccion 1X, MgCI2 1.5 mM, dNTPs 0.2 mM, 0.25 uM de cada primer, 1.25 U de Taq
polimerasa y 100 ng/ul de ADN obteniéndose un volumen final de 25 pl. Las condiciones de
amplificacion fueron: 1 ciclo para denaturacion a 94°C por 3 minutos, seguidamente 35 ciclos de
denaturacion a 94°C por 1 minuto, alineamiento a 60°C por 1 minuto y extension a 72°C por 1
minuto, con una extension final a 72°C por 5 minutos. El producto amplificado de 107 pb fue
usado en la técnica de RFLP, la cual se fundamenta en la deteccion de fragmentos de ADN de
diferentes tamafios digerido con enzimas de restriccion, en este caso se usod 2 U de la enzima
Ncol (Promega) a 37°C por 4 horas. El producto final de la digestion enzimatica se analizé por
electroforesis en gel de agarosa al 4% tefiido con SYBR safe. La presencia de una sola banda de
107 pb serad indicativo de una muestra de DNA homocigoto para el alelo TNF2 (-308A), la
presencia de tres fragmentos de tamafios 107 pb, 87 pb y 20 pb sera indicativo de una muestra de
DNA heterocigoto para los alelos TNF1/TNF2 (-308G/-308A) y la presencia de dos fragmentos
de tamarfios 87 pb y 20 pb, sera indicativo de una muestra de DNA homocigoto para el alelo
TNF1 (-308G).
3.4  Deteccion de HLA-B27

Adicionalmente, mediante el Kit The Morgan™ HLA SSP B27 typing Taiwan, BioGene
se hizo la determinacion del alelo HLA B27. El protocolo establecia que las muestras de ADN de
los pacientes con EAS debian ser ajustadas entre (10-40ng/ul) para luego realizar una reaccion de
PCR segun las especificaciones del Kit, el cual incluia posteriormente una electroforesis en Gel

de agarosa al 2%. La presencia de un fragmento de 140bp fue especifico para HLA-B27, cabe
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destacar la presencia de un control interno de 600bp para validar el resultado obtenido. Este
ensayo también se llevo a cabo en los controles.
3.5  Determinacién de la concentracion de farmacos biologicos (anti-TNF-a) Yy
anticuerpos anti- farmacos anti-TNF (ADAS) en suero
3.5.1 Adalimumab

Este andlisis se realiz6 empleando la técnica de ELISA, para lo cual se usé el kit
comercial PROMONITOR®-ADL (PROTEOMIKA) Bizkaia, Espafia Ref. 5080230000. Para la
determinacion cuantitativa del Anti-TNF-a, esté kit emplea anticuerpos recombinantes dirigidos
contra el farmaco bioldgico, los cuales estan unidos a la superficie de cada pozo (en una placa de
96 pozos). Durante el ensayo se afiadieron los calibradores prediluidos, controles (positivo: suero
humano con anti-TNF-a y negativo: suero humano sin Anti-TNF-a) y las muestras de los
pacientes diluidas (1:10 y 1:200) a pozos separados. Tras un tiempo de incubacion, el farmaco
bioldgico presente en la muestra se unid al anticuerpo recombinante preinmovilizado en la placa
yel anti-TNF-a no unido se lavo. El farmaco bioldgico fue detectado mediante union a un
segundo anticuerpo acoplado a HRP, y seguidamente el revelado se realiz6 mediante la adicién
de un sustrato cromogénico. Por ultimo, se midié la intensidad de color por medio de un

espectrofotometro a 450nm.

Niveles Adalimumab Resultado Interpretacion
<0.024 pg/mL Negativo Negativo
0.024 - 0.8 pg/mL Positivo bajo Niveles sub-terapéuticos
> 0.8 png/mL Positivo Niveles terapéuticos

Tabla 9. Interpretacion de la concentracion de Adalimumab.

Por otro lado, en cuanto a la determinacion cuantitativa de Anticuerpos Anti-farmaco
(ADAS) se uso el kit PROMONITOR®-anti-ADL Ref. 5090230000 los pozos se encuentran pre

tapizados con el farmaco bioldgico especifico. Durante el ensayo, se afiadieron los calibradores
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pre diluidos, controles (positivo: suero humano con ADAS y negativo: suero humano sin ADAS)
y las muestras de los pacientes (sin diluir y 1:10) a pozos separados. Consecutivamente tras una
incubacion, los ADAs presentes en la muestra se unieron al farmaco bioldgico previamente
inmovilizado en la placa y la fraccion de muestra no unida se lavo.

Posteriormente, los ADAs fueron detectados mediante la union a un conjugado de
Adalimumab acoplado a HRP. Seguidamente, se realizd un segundo paso de lavado en el que se
retird el exceso de conjugado, y la actividad de HRP en la placa se midio con la adicion de un
sustrato cromogeénico, midiendo la intensidad de color por medio de un espectrofotometro a 450
nm. La absorbancia medida fue proporcional a la cantidad de Anticuerpos Anti-farmaco presente

en la muestra del paciente.

Anticuerpos Anti-

Adalimumab Resultado Interpretacion

>3.5 UA/ML Positivo Positivo a an_tlcuerpos Anti-
Adalimumab

<35 UA/mL Negativo Negativo a ar_mcuerpos Anti-
Adalimumab

Tabla 10. Interpretacion de la concentracion de Anticuerpos Anti-Adalimumab.

3.5.2 Infliximab

Para la medicion de este medicamento se us0 el Kit PROMONITOR®-IFX Ref.
5060130000, el cual es un ELISA de captura. Las tiras de ELISA estaban pretapizadas con un
anticuerpo monoclonal humano anti-TNF-a unido a TNF-a humano recombinante. Este formato
permitid que la estructura del TNF-a no se alterara y que el IFX reconociera el TNF-a. Durante el
ensayo se afladieron los calibradores prediluidos, controles (positivo: suero humano con IFX y
negativo: suero humano sin IFX) y las muestras diluidas de los pacientes (1:10 y 1:200) a pozos

separados.
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El IFX presente en las muestras se unié al TNF-a pre-inmovilizado en la placa. Tras un
tiempo de incubacion, la fraccion de IFX no unida se lavo, y el farmaco se detectdé mediante
adicion de un anticuerpo monoclonal anti-IFX acoplado a HRP. Una segunda incubacion
permitio que el conjugado se uniera al IFX. Tras un segundo paso de lavado, se retir0 el exceso
de conjugado y la actividad de HRP en la placa se midi6 mediante un sustrato cromogénico en un
espectrofotometro a 450nm. La absorbancia medida fue proporcional a la cantidad de farmaco

presente en la muestra del paciente.

Infliximab Resultado Interpretacion
<0.035 pg/mL Negativo Negativo a IFX
>(0.035 pg/mL Positivo Positivo a IFX

Tabla 11. Interpretacion de la concentracién de Infliximab.

En contraste, la determinacion de ADAs contra IFX se realizO mediante el kit
PROMONITOR®:-anti-IFX Ref. 5070130000, un ELISA puente. En este caso las tiras de ELISA
se encontraban pretapizadas con IFX. El ensayo de tipo puente utilizd los dos brazos de las 1gG
de tipo 1, 2 y 3 para entrecruzar el IFX unido a la placa. Durante el ensayo se utilizaron los
calibradores prediluidos, controles: (suero humano sin anticuerpos anti-IFX y suero humano con
anticuerpos anti-IFX) y las muestras:(sin diluir y a una dilucion de 1:10) de los pacientes a pozos
separados. Tras una incubacién, los anticuerpos anti-IFX presentes en la muestra se unieron al
IFX previamente inmovilizado en la placa. La fraccion de muestra no unida se lavd, y los
anticuerpos anti-IFX se detectaron mediante union a un conjugado de IFX acoplado a HRP. Una
segunda incubacion permitié que el IFX marcado se uniera a los anticuerpos anti-IFX
inmovilizados en el pocillo. Tras un segundo paso de lavado se retird el exceso de conjugado y la
actividad de HRP en la placase midié mediante un sustrato cromogénico en un espectrofotdmetro

a 450nm. La sefial obtenida fue proporcional a la cantidad de anticuerpos presentes en la muestra.
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Anticuerpos Anti-Infliximab Resultado Interpretacion
. Negativo a Anticuerpos Anti-
<5 U/mL Negativo Infliximab
. Positivo a Anticuerpos Anti-
>5 U/mL Positivo Infliximab

Tabla 12. Interpretacion de la concentracion de Anticuerpos Anti-1FX.

3.5.3 Etanercept

Para la medicion de Etanercept se uso el kit PROMONITOR®-ETN Ref. 5110130000, el
cual es un ELISA sandwich, en el que las tiras se encuentran pretapizadas con un anticuerpo
monoclonal humano anti-ETN. Durante el ensayo, se afiadieron los calibradores prediluidos,
controles (suero humano sin ETN y suero humano con ETN) y las muestras diluidas (1:10 y
1:200) de los pacientes a pozos separados, permitiendo que el ETN presente en las muestras se
uniera a los anticuerpos anti-ETN. La fraccion de muestra no unida se lavo, y posteriormente se
afiadio un segundo anticuerpo monoclonal anti-ETN acoplado a HRP a cada pozo. Una segunda
incubacion permitié que este anticuerpo se uniera al farmaco ETN y tras lavar el exceso de
anticuerpo anti-ETN conjugado a HRP, la actividad de la enzima se midi6 mediante un sustrato
cromogénico en un espectrofotometro a 450nm. La sefial obtenida fue proporcional a la cantidad

de farmaco presente en la muestra del paciente.

Etanercept Resultado Interpretacion
<0.035 pg/mL Negativo Negativoa ETN
>(.035 pg/mL Positivo Positivo a ETN

Tabla 13. Interpretacion de la concentracion de Etanercept.

Paralelamente se hizo la determinacion de ADAs contra Etanercept mediante un ELISA
puente, kit PROMONITOR®-anti-ETN Ref. 5120231000 en cuyo caso las tiras se encontraban
pretapizadas con ETN. El ensayo de tipo puente utiliz6 los dos brazos de las IgG de tipo 1,2y 3
para entrecruzar el ETN unido a la placa. Durante el ensayo se utilizaron los calibradores

prediluidos, controles: (suero humano sin anticuerpos anti-ETN y suero humano con anticuerpos



69

anti-ETN) y las muestras diluidas: (1:2 y 1:10) de los pacientes a pozos separados. Tras una
incubacion, los anticuerpos anti-ETN presentes en la muestra se unieron al ETN previamente
inmovilizado en la placa. La fraccién de muestra no unida se lavd, y los anticuerpos anti-ETN se
detectaron mediante unién a un conjugado de ETN acoplado a HRP. Una segunda incubacion
permitio que el ETN marcado se uniera a los anticuerpos anti-ETN inmovilizados en el pozo.
Tras un segundo paso de lavado, se retir0 el exceso de conjugado y la actividad de HRP en la
placa se midid6 mediante un sustrato cromogénico en un espectrofotometro a 450nm. La sefial

obtenida fue proporcional a la cantidad de anticuerpos presentes en la muestra.

Anticuerpo Anti-Etanercept Resultado Interpretacion

<142UA/mL Negativo Negativo a anticuerpos anti-
ETN

>142UA/mL Positivo Positivos a anticuerpos

Tabla 14 Interpretacion de la concentracion de Anticuerpos Anti-1FX.
3.6 Medicion de PCR ultrasensible

Medicion de PCR ultrasensible (Immulite 1000, Siemens®, Erlangen, Germany) REF.
LKCRP1. Se realiz6 en suero por quimioluminiscencia definida como la emision de luz asociada

con la disipacion de la energia con una sustancia electronicamente excitada, tabla 15.

Negativo <3 mg/I.
Positivo >3-9 mg/l.
Positivo Alto > 9 mgl/l.

Tabla 15.Interpretacion de PCR Ultrasensible.

3.7 MEDICIONES DE VELOCIDAD DE SEDIMENTACION GLOBULAR

La determinacion de la VSG se realiz6 por el método de Westergreen. Por medio de esta
técnica se mide la velocidad de sedimentacion de los glébulos rojos en una hora, utilizando
sangre anticoagulada que se introduce en una columna. La columna utilizada estd graduada hasta

100mm?® con un diametro de 1mm. El resultado al finalizar la hora cronometrada indicé cuantos
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milimetros cubicos se sedimentaron los globulos rojos durante ese periodo de tiempo. Valores de
Referencia: <20mm/H Normal, >20mm/H aumentada.
3.8 Analisis estadistico

No se realiz6 estrategia de muestreo dado que el numero de pacientes evaluados es igual a
la poblacion total que se encontraba en tratamiento con farmacos anti TNF-a en el servicio de
reumatologia e inmunologia del Hospital Militar Central durante el tiempo de estudio.

El Software usado fue STATA 11.1 y en cuanto al andlisis de los datos se utilizaron
medidas de tendencia central y dispersion para todas las variables clinicas y subgrupos,
categorizados por severidad de la enfermedad, edad y sexo, segun el diagnostico. También se
realizaron pruebas de asociacion mediante Chi%, U Mann -Whitney, Pearson entre las diferentes
variables clinicas incluidos los indices de actividad de las patologias estudiadas para AR DAS 28
y para EAS BASDAI, la presencia del polimorfismo -308 del TNF-a, los titulos de anticuerpos
contra farmacos anti-TNF-a y los niveles séricos del medicamento. Los valores de p<0.05 fueron
considerados para establecer diferencias significativas.

El analisis descriptivo se hizo mediante el calculo de frecuencias y porcentajes para
variables cualitativas (enfermedad, subtipos de enfermedad, cambio de medicamento, sexo,
pacientes en tratamientos con DMARDs, tipo de bioldgico anti-TNF-o actual, anti-TNF-a
previos, evento adverso al bioldgico actual, tabaquismo); se calculé la media, desviacion
estandar, mediana, valor maximo y minimo para variables cuantitativa (edad, tiempo con la
enfermedad y en tratamiento con Anti-TNF-a, numero de farmacos asociados distintos al grupo
de los antireumaticos convencionales, enfermedades asociadas, DAS28-VSG, DAS28-PCR,
HAQ, NAD, NAT, CDAI, BASFI, BASDAI, VSG y PCR). Se uso el test estadistico de UMann-
Whitneypara establecer asociaciones estadisticas. Por otro lado, se realizo un analisis bivalente

para comprobar las asociaciones entre las variables independientes y las dependientes. Si ambas
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variables son de tipo numérico, el calculo realizado fue el coeficiente de correlacion de Pearson y
regresion lineal. Si ambas variables son de tipo cualitativo el método estadistico fue el Test de
Fisher.
4. Resultados
4.1 Poblacion de pacientes con EAS
4.1.1 Caracteristicas demograéficas, indices de actividad y funcion de la enfermedad en
pacientes que cursan con EAS tratados con anti-TNF-a en el Hospital Militar Central,
Bogotéa (2012-2014).

La poblacion de pacientes con EAS estuvo constituida por 55 individuos que tenian un
promedio de edad cercano a los 40 afios, con un tiempo de diagndstico de 10 afios; el promedio
para el tiempo de tratamiento con terapia bioldgica oscild alrededor de 30 meses y los valores

para los indices BASDAI y BASFI fue de 4.53£2.8 y 4.54+2.3, respectivamente, tabla 16.

n=55 Promedio Minimo Maximo DS
Edad (afios) 45.18 24 79 14.37
Tiempo de Dx (afios) 9.92 0 31 8.62
Tiempo de Terapia Biologica | 30.31 2 159 36.39
(meses)
BASFI 4.54 0 8.7 231
BASDAI 4.53 0 8.7 2.8

Abreviaturas: DS Desviacion estandar; BASFI: Bath Ankylosing Spondylitis Functional Index; BASDAI: Bath
Ankylosing Spondylitis Disease Activity Index. Ver valores de Referencia Anexo 3.

Tabla 16. Caracteristicas demogréaficas de los pacientes que cursan con EAS en el Hospital Militar
Central, Bogota (2012-2014).

También se observé que predomind el sexo masculino dentro del grupo de pacientes, con
niveles de PCR y de VSG en rangos normales. Por ultimo, la presencia del marcador genético

HLA-B27 fue detectado en 22/55 individuos del total de pacientes con EAS, tabla 17.
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Variable | NGmero (n)= 55 | %

Sexo

Hombre/Muijer | 33/22 | 60/40

PCR

>3mg/L | 6/48 | 11/89

VSG

>20 mm/H 14/37 27/73

HLA-B27

Presente/Ausente 22/33 40/60

Abreviatura: PCR: Proteina C reactiva; VSG: Velocidad de Sedimentacion Globular; HLA- B27: Antigeno
Leucocitario B27.Datos representados en valores de %. Valores de referencia de PCR y VSG. Ver valores de
referencia Anexo 3.

Tabla 17. Distribucion de frecuencias respecto a sexo, proteina C reactiva, VSG Yy presencia del alelo
HLA-B27 en pacientes con EAS.

De los 55 pacientes con EAS, 19 estaban recibiendo Adalimumab,19 Infliximab, y solo 8
estaban bajo tratamiento con Etanercept. De esta poblacion, el 45.45% (n=25/55) habia recibido
un bioldgico previo y el 10.90% (n=6/55) habia recibido dos bioldgicos previos al tratamiento
actual. EI cambio en la mayor parte de los casos fue indicado por falla terapéutica.

Dentro de los antecedentes clinicos evaluados en los pacientes con EAS y la distribucion
de comorbilidades, se hall6: Hipotiroidismo en un 10.90%, Hipertension en un 18.18%, Diabetes
en un 3.63%, Enfermedad Pulmonar en un 3.63%, Dislipidemia en un 12.72%, Cardiopatia en un
1.81%. En el momento del estudio, solo 7eran fumadores activos 12.72% y un 47.27% refirio
historia de tabaquismo.

4.1.2 Determinacion del SNP -308 del TNF-a.

En la poblacion de pacientes con EAS los genotipos encontrados fueron: (G/G=48 y
A/G=7) y de acuerdo con los sub-tipos de EAS: EA (G/G=22 y A/G=2); EASI (G/G=14 y
A/G=4) y otras EAS (G/G=12 y A/G=1). Con respecto a la frecuencia alélica de la poblacién
general los resultados fueron: G=103 y A=7; y por subtipos: EA: (G=46 y A=2); EASI: (G=32y

A=4) y otras EAS (G=25y A=1).
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A continuacién, los resultados obtenidos a partir de la PCR-RFLP del ADN genémico de las

muestras de sangre periférica de los pacientes con EAS, figuras 3 y 4.

Gel de agarosa al 4% tefiido con SYBR safe. En la linea 1 se observa el patron de peso molecular, en la linea 2 el
blanco de la reaccién (control negativo), y por Gltimo de la linea 3 a la linea 8 el resultado de la PCR de diferentes
pacientes, fragmento de 107pb.

Figura 3.Producto de PCR antes de digestién con la enzima Ncol.

Posteriormente el amplificado fue digerido con la enzima Ncol, de acuerdo con lo descrito
en materiales y métodos, para un homocigoto normal G/G. Se observé una banda de 87 pb y para
el heterocigoto A/G se observaron tres bandas de107, 87pb y 20 pb, respectivamente.

Para precisar los hallazgos obtenidos, se realizd un andlisis de secuenciacion de una
muestra tanto para el genotipo TNF1/TNF1 como para el genotipo TNF2/TNF1; los resultados
demostraron la correcta presencia de los fragmentos especificos para cada uno de los genotipos,
asi como el sitio de corte para la Enzima Ncol cuando correspondid, figura 5.

En resumen, se observd la presencia del genotipo silvestre G/G en el 87.2% de los
pacientes, el genotipo mutante A/G en el 12.7% y no se identificaron sujetos homocigotos A/A
en la poblacion con EAS. Adicionalmente, no hubo diferencias estadisticamente significativas

mediante la prueba estadistica Chi? entre controles sanos y subtipos de EAS.
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G/IG GIG AIG

107pb 87pb
87ob

Gel de agarosa al 4%, tefiido con SYBR safe. La linea 1 muestra el marcador de peso molecular; las lineas 2-4,7
aquellos pacientes portadores del genotipo TNF2/TNF1 para el SNP -308 del TNF-a, mientras que las lineas 5y 6
represento a los pacientes con el genotipo TNF1/TNF1. Marcado de peso molecular de 25pb, pb: pares de bases.
Figura 4. Producto de PCR después de digestion con la enzima Ncol.

Start (0)

Primer 1
G End (67)
E;ECAATAGGTTTTGAGGGCCAT ‘

A/
5% ®‘CAAKGCAATAGGTTTTGAGGGCICATGGGGACGGGGTTCAGCCTCCAGGGTCCTACACASAAATCAGT 3’
| ! | ! ! PP 1 1 | ! | L I |
I T T T T Sl T T T T T T T T 67
3’ GTTMCGTTATCCAAAACTCCCGGTA&CCCTGCCCCAAGTCGGAGGTCCCAGGATGTGTSTTTAGTCA@ ="

Se observa el primer Al sentido 5- AGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT-3', el cual posee una modificacién que
incorpora un sitio de restriccion para la enzima Ncol, generando dos fragmentos 20pb y 87 pb, dicho analisis se llevé
a cabo a través del programa Snhapgene.

Figura 5. Secuencia para el genotipo TNF1/TNFL1.

Al realizar el andlisis de equilibrio de Hardy-Weinberg para conocer si el SNP -308 del
TNF-a se regia por las leyes de la genética de poblaciones en controles y pacientes, se encontro

que la poblacion era homogénea debido a que el valor de p no fue significativo.
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Sujetos Genotipo Alelo

GIG AlG A/A G A

n (%) n%  n®%) P n®%)  n(%) P
EAS(55) 48(87.2) 7(12.7) 0(0) 0.787 103(93.6) 7(6.3) 0.794
EA(24) 22(91.6) 2(8.3) 0(0) 0.747 46(95.8) 2(4.16) 0.755
EASI(18) 14(77.7)  4(22.2)  0(0) 0.482 32(88.8) 4(11.1) 0.331
Otros(13) 12(92.3) 1(7.6) 0(0) 1.000 25(96.1)  1(3.8) 1.000
Controles(155) 133(85.8) 22(14.1) 0(0)

EAS: Espondiloartritis, EA: Espondilitis Anquilosante, EASI: Espondiloartritis Indiferenciada.
Medidas de asociacién mediante la prueba de Fisher.
Tabla 18. Frecuencia entre genotipo/alelos del SNP-308 del TNF-a en pacientes con EAS y controles

sanos.

Adicionalmente se hizo un analisis entre la presencia del genotipo (G/G y A/G), alelos (A y G),

algunas variables de estudio, sin encontrar ningun tipo de asociacion.

Variable G/IG AlIG p

n n

BASDAI

Inactivo 17 2

Activo 30 5 0.52

BASFI

Funcional 20 2

Disfuncional 26 5 0.37

VSG

Normal 31 6

Aumentada 13 1 0.37

PCR

Normal 40 7

Aumentada 6 0 0.40

Anti TNF-a (Adalimumab, Infliximab y Etanercept)

Sub- terapéutico 7 2 0.41

Terapéutico 32 5 '

ADAS

Negativos 30 6

Positivos 9 1 0.52

Tabla 19. Asociacion entre genotipos, variables clinicas, Anti- TNF-o (Adalimumab, Infliximab y
Etanercept) y ADAs en pacientes con EAS.
Abreviaturas: P: valor p; BASFI: Bath Ankylosing Spondylitis Functional Index; BASDAI: Bath Ankylosing
Spondylitis Disease Activity Index; VSG: Velocidad de Sedimentacion Globular; PCR: Proteina C Reactiva;

ADAs: Antibody Anti-Drugs.

* Diferencias calculadas mediante prueba de Test de Fisher
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Variable S A p

n n

BASDAI

Inactivo 34 4

Activo 60 10 0.40

BASFI

Funcional 40 4

Disfuncional 52 10 0.22

VSG

Normal 62 12

Aumentada 26 2 0.19

PCR

Normal 80 14

Aumentada 12 0 0.16

Anti TNF-a (Adalimumab, Infliximab y Etanercept)

Sub- terapéutico 14 4 0.27

Terapéutico 64 10 '

ADASs

Negativos 60 12

Positivos 18 2 0.36

Tabla 20. Asociacion entre alelos, variables clinicas, Anti- TNF-a (Adalimumab, Infliximab y
Etanercept) y ADAs en pacientes con EAS.

Abreviaturas: P: valor p; BASFI: Bath Ankylosing Spondylitis Functional Index; BASDAI: Bath Ankylosing
Spondylitis Disease Activity Index; VSG: Velocidad de Sedimentacion Globular; PCR: Proteina C Reactiva;
ADAs: Antibody Anti-Drugs.

* Diferencias calculadas mediante prueba de Test de Fisher

4.1.3 Niveles séricos de Adalimumab, Infliximab, Etanercept y ADAs, en pacientes con
EAS

De los 55 pacientes con EAS, 19 estaban recibiendo Adalimumab y en promedio el nivel
sérico fue de 7.30 pg/ml. Paralelamentel19 recibieron Infliximab en los cuales el promedio a nivel
sérico fue de 3.16 pg/ml. Por ultimo, solo 8 estaban bajo tratamiento con Etanercept y en
promedio el nivel sérico fue de 1.44 pg/ml.

Se cuantificaron en 10 individuos niveles positivos de anticuerpos ADAs para los grupos
tratados con Adalimumab e Infliximab (5 pacientes en cada grupo). Adicionalmente, no fueron
detectados anticuerpos ADASs en ninguno de los pacientes bajo tratamiento con Etanercept, tabla

21.
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Farmaco Biologico* Numero (n) %
Adalimumab
Negativo 0 0
Nivel Sub-terapéutico 2 10.53
Nivel Terapéutico 17 89.47
Infliximab
Nivel Sub-terapéutico 7 36.84
Nivel Terapéutico 12 63.16
Etanercept
Nivel Sub-terapéutico 0 0
Nivel Terapéutico 8 100
ADAs* Numero (n) %
Adalimumab
Negativos 14 73.68
Positivos 5 26.32
Infliximab
Negativos 14 73.68
Positivos 5 26.32
Etanercept
Negativos 8 100
Positivos 0 0
Genotipo Numero (n) %
G/G 48 87.5
AIG 7 12.7
Alelo NuUmero %
G 103 93.6
A 7 6.3

Clasificacion segun el proveedor Promonitor® para cada farmaco biolégico, G/G. Genotipo Silvestre; A/G:
Genotipo mutante.
* Abreviatura ADAs: Anti-drug-antibodies.
Datos representados en valores de %.Ver valores de referencia para cada farmaco biolégico en la metodologia.
Tabla 21.Niveles séricos de Adalimumab, Infliximab, Etanercept y ADAs, asi como la frecuencia segin
los genotipos y alelos del SNP-308 del TNF-a en pacientes con EAS.
4.1.4 Asociacion entre los niveles séricos de anti-TNF-a (Adalimumab, Infliximab y
Etanercept) e indices de actividad en pacientes con EAS

Los datos descriptivos planteados hasta el momento nos llevaron a realizar asociaciones
estadisticas con respecto a los niveles séricos de Anti-TNF-o (Adalimumab, Infliximab y
Etanercept) e indices de actividad en pacientes con EAS. Se encontro significancia estadistica

entre los niveles séricos de anti-TNF-a y el indice BASDAI con un valor p=0.045. Llama la
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atencion que el 45.65% de los pacientes con niveles séricos terapéuticos, presentaban indices de

actividad de la enfermedad elevados mayores de 4 de BASFI y BASDAI.

Niveles séricos de Anti-TNF-a (Adalimumab,

Infliximab y Etanercept)

Sub-terapéuticos

Terapéuticos

Variable Mediana Mediana(Minimo- p
(Minimo-Méaximo) Mé&ximo)
BASFI 5.3+ (2.4-8.7) 4.7+(0.2-8.2) 0.169
BASDAI 5.5+(4.3-7.7) 4.4+(0.6-8.7) 0.045*
VSG 7+(2-47) 0.3+(2-34) 0.82
PCR 0.2£(0.09-7.9) 14+(0.03-15) 0.85

Abreviaturas: P: valor p; BASFI: Bath Ankylosing Spondylitis Functional Index; BASDAI Bath Ankylosing
Spondylitis Disease Activity Index; VSG: Velocidad de Sedimentacion Globular; PCR: Proteina C Reactiva. Valor

significativo p<0.05.

*Diferencias calculadas por prueba de U Mann Whitney, Clasificacién del farmaco segtn el proveedor Promonitor®.
Ver valores de referencia para las variables Anexo 3.
Tabla 22. Asociacidn entre los niveles séricos de Anti-TNF-o (Adalimumab, Infliximab y Etanercept) e
indices de actividad en pacientes con EAS.
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4.1.5 Asociacion entre ADAs e indices de actividad de la enfermedad en pacientes con

EAS
p=0.0016* p=0.0036*
o ~ i © ¥‘ i
© 4
© 4
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(EVA) ; (EVA) <
< | ‘
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~
I o | e
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94 036
g .
053
o |
o -
g
VSG PCR 100
mm/H mg/L
Q 032
o
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S N 58 0
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T T T T
Negativos Positivos Negativos Positivos
ADAs contra farmacos Biologicos ADAs contra farmacos Bioldgicos

Abreviaturas: P: valor p; BASFI: Bath Ankylosing Spondylitis Functional Index; BASDAI: Bath Ankylosing
Spondylitis Disease Activity Index; ADAs: Antibody Anti-Drugs, VSG: Velocidad de Sedimentacién Globular;
PCR: Proteina C reactiva; EVA: Escala Visual Analoga, ADAs: Anti-drug-antibodies. Clasificacion de ADASs segun
el proveedor Promonitor®

Figura 6. Diagrama de caja y bigote para la variable BASDAI, BASFI, VSG y PCR respecto a la
concentracion de ADAs contra farmacos Anti-TNF-a.
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Se observaron asociaciones estadisticamente significativas entre ADAs y los indices de
actividad evaluados. Los pacientes positivos para ADAs tenian un status activo para la
enfermedad (BASDAI x= 6.1; p=0.0016), asi como una categoria no funcional (BASFI x=6.4;
p=0.0036) y un valor de (VSG x=19mm/h; p=0.05). No hubo diferencia para la variable (PCR X:
0.3 mg/L; p=0.473).

4.1.6 Representacion de resultados por biologico: Adalimumab
4.1.6.1 Asociacion entre la presencia del SNP -308 TNF- a, y variables clinicas en pacientes
con EAS en tratamiento con Adalimumab

Para ilustrar el comportamiento del SNP-308 del TNF-a, se hizo un analisis de asociacion
entre alelos y diversas variables: BASDAI, BASFI, concentracion de Adalimumab, ADAS contra
Adalimumab y HLA-B27.No se observo ninguna asociacion estadisticamente significativa.
4.1.6.2 Asociacion entre alelos del SNP-308 del TNF-a con los niveles séricos de PCR y VSG
en pacientes en tratamiento con Adalimumab

Se realizo un andlisis de asociacion entre alelos del SNP-308 del TNF-a con los niveles
séricos de PCR y VSG en pacientes con EAS, por medio de la prueba estadistica de U Mann
Whitney, en la cual se present6 asociacion entre el reactante de fase aguda PCR y la presencia del
SNP-308 del TNF-0p=0.02. Es de recalcar que se encontraron los niveles normales de PCR en

pacientes portadores del alelo silvestre G en comparacién con el alelo mutante A, tabla 23.

-308 TNF-a
G A p
n n
PCR 53 3 0.02%
VSG 51 3 0.67

Abreviaturas: P: valor p; PCR: Proteina C Reactiva; VSG: Velocidad de Sedimentacion Globular. Valor significativo
p<0.05.

*Diferencias calculadas por prueba de U Mann Whitney. Ver valores de referencia para PCR y VSG Ver Anexo 3.
Tabla 23. Asociacion entre alelos del SNP-308 del TNF-a con los niveles séricos de PCR y VSG en
pacientes con EAS.



81

4.1.6.3 Correlacion entre el nivel sérico de Adalimumab y ADAs contra Adalimumab
respecto al tratamiento antirreumatico concomitante en pacientes con EAS

Otro aspecto importante a considerar fue el uso de farmacos antirreumaticos dentro del
grupo de pacientes con EAS. Segun los datos analizados, el mas utilizado fue la sulfasalazina en
7 pacientes, seguido por el Metrotexato y la Prednisolona en 2 pacientes cada uno. Se obtuvo una
correlacion positiva débil entre el nivel sérico de Adalimumab y Metrotexato de 0.341 y un valor
p=0.012. Respecto a la relacion entre la presencia de ADAs para Adalimumab y el uso de
DMARDs, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas.

Entre los antecedentes clinicos analizados para los pacientes con EAS como hipertension,
diabetes, hipotiroidismo, enfermedad pulmonar, dislipidemia y tabaquismo activo y la
concentracion de Adalimumab, no se encontraron asociaciones estadisticamente significativas.
4.1.6.4 Correlacion entre la concentracion de Adalimumab, indices de actividad y funcion
de la enfermedad, HLA-B27 y reactantes de fase aguda en pacientes con EAS

Se observd que correlacion positiva débil entre Adalimumab y VSG con una relacion
negativa de -0.40 y un valor p=0.002; estos resultados se obtuvieron mediante el coeficiente de
correlacion de Pearson.

Para ilustrar estos hallazgos, se hizo un grafico de dispersion respecto a las variables
Adalimumab vs. VSG, en el que los valores altos de VSG se correlacionan con niveles sub
terapéuticos del farmaco en pacientes con EAS, lo cual muestra una correlacion inversamente
proporcional. Paralelamente, la linea de tendencia decreciente confirmé el supuesto de esta
investigacion; es decir, si el valor de la VSG aumenta, menor serd la concentracion de

Adalimumab a nivel sérico, figura 7.
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50<E p=0.002

40

Adalimumab (ug/mL)

Figura 7.Gréfica de Dispersion, Adalimumab (pg/mL) Vs VSG (mm/H).

4.1.6.5 Correlacion entre la concentracion de ADAs contra Adalimumab: indices de
actividad y funcion de la enfermedad, HLA-B27 y reactantes de fase aguda en pacientes con
EAS.

Paralelamente, se hizo un analisis de correlacion entre la concentracion de anticuerpos-
anti-Adalimumab y los valores de BASDALI, presencia del alelo HLA-B27 y niveles de PCR, sin
encontrar datos significativos. Sin embargo, si hubo diferencias estadisticamente significativa por
medio del coeficiente de Pearson entre ADAs contra Adalimumab y VSG con una relacion
positiva de 0.52 y un valor p=0.00005; asi como para ADAs contra Adalimumab y BASFI con
una relacion positiva de 0.34 y un valor p=0.01, tabla 24.

En cuanto al diagrama de dispersion, la linea de tendencia creciente confirma que el nivel

de VSG aumenta a medida que se incrementan los niveles de ADAs a nivel sérico, figura 8.
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BASDAI BASFI HLA-B27
Coeficiente de
Correlacioén de 0.14 0.34 -0.06
Pearson
*
ADAs contra > 0.29 0.01 0.65
- PCR VSG
Adalimumab —
Coeficiente de
Correlacioén de 0.033 0.52
Pearson
p 0.81 0.00005*

Abreviaturas: P: valor p; BASDAI Bath Ankylosing Spondylitis Disease Activity Index; BASFI: Bath Ankylosing
Spondylitis Functional Index; HLA-B27: Antigeno Leucocitario humano B27; PCR: Proteina C Reactiva; VSG:
Velocidad de Sedimentacion Globular.Valor significativo p<0.05. Ver valores de referencia Anexo 3.

* Coeficiente de correlacion de Pearson.

Tabla 24.Correlacion entre la concentracion de ADAs contra Adalimumab: indices de actividad y funcion
de la enfermedad, HLA-B27 y reactantes de fase aguda en pacientes con EAS.

VSG (mm/H)

p=0.00005

0 500 1000 1500 2000

ADAs contra Adalimumab (UA/ml)

Figura 8.Gréfica de Dispersion ADAs contra Adalimumab (UA/mL) Vs VSG (mm/H).

4.1.7 REPRESENTACION DE RESULTADOS POR BIOLOGICO: INFLIXIMAB.
4.1.7.1 ASOCIACION ENTRE GENOTIPOS, VARIABLES CLINICAS, NIVEL SERICO
DE INFLIXIMAB Y ADAs CONTRA INFLIXIMAB EN PACIENTES CON EAS.

Con respecto al farmaco Infliximab no se encontraron asociaciones estadisticas entre

genotipos con las variables clinicas planteadas.
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4.1.7.2 Asociacion entre el nivel sérico de Infliximab, ADAs e indices de actividad y funcion
de la enfermedad en pacientes con EAS

Posteriormente al realizar la asociacion entre los niveles terapéuticos y sub-terapéuticos
de Infliximab, se hall6 que aquellos pacientes con niveles sub-terapéuticos presentan indices de
severidad elevados en BASDAI y BASFI con un valor de mediana de 5.5 y 5.9, respetivamente,
tabla 25.

Paralelamente, la presencia de ADAs contra Infliximab en los pacientes con EAS,
también reveld niveles elevados en los indices de BASDAI y BASFI mediana de 5.8 y 7.4,

respectivamente, generando asociaciones estadisticamente significativas, tabla 25.

INFLIXIMAB
Variable Sl_Jb_ terapéut_ico Tgrapéuticp 0
(Minimo-Maximo) (Minimo-Maximo)
BASFI 5.9+(3.5-8.7) 3.9+(0.2-7) 0.0063*
BASDAI 5.5+(4.3-7.7) 4.3%(0.6-7.6) 0.043*
ADAs contra Infliximab
Variable _ Negativos_ . If’ositivos. 0
(Minimo-Maximo) (Minimo-Maximo)
BASFI 4.5+(0.2-7) 7.4+(3.5-8.7) 0.016*
BASDAI 4.3+(0.6-7.6) 5.84(5.3-7.7) 0.0029*

Abreviaturas: P: valor p; BASFI: Bath Ankylosing Spondylitis Functional Index; BASDAI: Bath Ankylosing
Spondylitis Disease Activity Index,ADAs: Anti-drug-antibodies Clasificacion de Infliximab y ADAs contra
Infliximab segun el proveedor Promonitor®Ver valores de referencia Anexo 3.
* Diferencias calculadas por prueba de U Mann Whitney.
Tabla 25. Asociacion entre el nivel sérico de Infliximab, ADAs contra Infliximab, indices de actividad y
funcion de la enfermedad en pacientes con EAS.
4.1.8 Representacion de resultados por bioldgico: Etanercept
4.1.8.1 Asociacion entre los niveles séricos de Etanercept, PCR y VSG en pacientes con
EAS.

En lo que respecta a Etanercept, la Gnica asociacion estadisticamente significativa se hallo

entre los niveles séricos del farmaco y las variables PCR y VSG, en los que los pacientes con
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niveles terapéuticos mantuvieron valores normales tanto para PCR como para VSG, p=0.027 y
p=0.029, respectivamente.

4.2 Poblacion de pacientes con Artritis Reumatoide

4.2.1 Caracteristicas demograficas de los pacientes que cursan con artritis anti- TNF-a en
el Hospital Militar Central, Bogota (2012-2014)

La poblacién de pacientes con AR tenian un promedio de edad cercano a los 60 afios, con
un tiempo de diagnostico de 18 afios; mientras que el promedio para el tiempo de tratamiento con
terapia bioldgica fue alrededor de 31 meses. Adicionalmente, el grupo de pacientes con AR
presentd un promedio en: DAS28PCR de 3.6; DAS28VSG de 4.0, CDAI de 15.54 y HAQ-DI de
0.83. Se observd gque la mayor parte de los pacientes con AR eran del sexo femenino con niveles

de PCR y VSG por encima de 3 mg/L y 20 mm/H, respectivamente, tabla 26.

n=56 Promedio Minimo Maximo DS
Edad (afios) 60.51 32 82 11.13
Tiempo del Dx (afios) 18.90 1 70 15.38
;I’r;]eer:egt)) de Terapia Biologica 3155 0 144 99.89
DAS28PCR 3.66 15 8.8 1.52
DAS28VSG 4.02 1.81 8.55 1.49
CDAI 15.54 0 68 13.07
HAQ-DI 0.83 0 5.3 1.16
Variable NuUmero (n) %
Sexo

Hombre/Mujer 8/48 14/86
PCR(mg/L)

>3mg/L 37/18 67/33
VSG

>20mm/H 26/23 54/46

Abreviaturas: DS Desviacion estandar; DAS28: Disease Activity Score in 28 Joints; CDAI: Clinical Disease Activity
Index; HAQ: The Health Assessment Questionnaire; PCR: Proteina C reactiva; VSG: Velocidad de Sedimentacién
Globular Datos representados en valores de %. Valores de referencia de PCR, VSG (Ver valores de referencia,
Anexo 3).

Tabla 26. Caracteristicas demogréaficas de los pacientes que cursan con AR en el Hospital Militar Central,
Bogota (2012-2014).
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De un total de 56 pacientes con AR, 25 estaban recibiendo Adalimumab, 10pacientes
estaban recibiendo Infliximab, y por ultimo 13 estaban bajo tratamiento con Etanercept. De esta
poblacién, el 21% (n=12/56) habia recibido bioldgico previo y cambiaron por haber presentado
falla terapéutica; sumado a lo anterior, solo un paciente manifestd haber recibido dos biologicos
previos al tratamiento actual.

En cuanto a los antecedentes clinicos y la distribucion de comorbilidades en la poblacion
de pacientes con AR se encontrd: Hipotiroidismo en un 19.6%, Hipertension en un 30.35%,
Diabetes en un 8.92%, Enfermedad Pulmonar en un 7.14%, Dislipidemia en un 17.85%,
Cardiopatia en un 7.14%. En el momento del estudio, solo dos pacientes eran fumadores activos
3.5% y un 28.57% refirid historia de tabaquismo.

4.2.2 Niveles séricos de Adalimumab, Infliximab, Etanercept y ADAs en pacientes con AR

De un total de 56 pacientes con AR, 25 estaban recibiendo Adalimumab con nivel sérico
promedio de 5.90 pug/ml; 10pacientes estaban recibiendo Infliximab y en promedio el nivel sérico
fue de 0.86 pg/ml. Ademas, 13 pacientes estaban bajo tratamiento con Etanercept en un rango de
concentracion sérica de 1.46 pg/ml. Ver rangos terapéuticos en metodologia.

En contraste, se cuantific6 en 9 pacientes niveles de anticuerpos positivos para
Adalimumab e Infliximab (5 y 4 pacientes respetivamente) y ningun paciente con Etanercept
presentd ADAS.

El genotipo silvestre G/G estuvo presente en 48 pacientes que corresponde al 85.7%,
mientras que el genotipo mutante A/G se identifico en 8 pacientes que corresponde al 14.2% y no

se identificaron sujetos homocigotos A/A, Tabla 27.
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Farmaco Biologico* NUmero %
Adalimumab
Negativo 2 7.41
Nivel Subterapéutico 5 18.52
Nivel Terapéutico 18 74.07
Infliximab
Nivel Subterapéutico 4 40
Nivel Terapéutico 6 60
Etanercept
Nivel Subterapéutico 0 0
Nivel Terapéutico 13 100

ADAs* NUmero %

Adalimumab
Negativos 20 80
Positivos 5 20
Infliximab
Negativos 6 60
Positivos 4 40
Etanercept
Negativos 13 100
Positivos 0 0
Genotipo NUmero %
G/G 48 85.71
AIG 8 14.29
Alelo NuUmero %
G 104 97.32
A 8 2.68

*Clasificacion segin el proveedor Promonitor® para cada farmaco bioldgico, G/G. Genotipo Silvestre; A/G:
Genotipo mutante. Datos representados en valores de %.

Tabla 27. Niveles séricos de Adalimumab, Infliximab, Etanercept y ADAs, asi como la frecuencia segln
los genotipos y alelos del SNP-308 del TNF-a en pacientes con AR.

4.2.3 Asociacion entre alelos del SNP-308 del TNF-a variables clinicas en pacientes con
AR.

Se realiz6 un analisis de asociacion entre alelos del SNP-308 del TNF-a con las variables
clinicas en pacientes con AR, por medio de la prueba estadistica de U Mann Whitney.

De modo accesorio, se presentan los siguientes plots de medias, los cuales incorporan las
variables DAS28VSG, DAS28PCR, HAQ y CDAI en el grupo general de pacientes con AR
respecto a los alelos identificados, en los que solo se encontrd asociacion entre el HAQ vy la

presencia del SNP-308 del TNF-a (alelo G: x= 0.61+DS 0.75 y alelo A: x=1.19+ DS 0.91) con
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un valor p=0.044. Pero no se encontro diferencias con respecto a las variables DAS28VSG,

DAS28PCR y CDAI, figura 9.

p=0.36

DAS28PCR

T T
Alelo G Alelo A
ALELO

p=0.044*

HAQ

T
Alelo G Alelo A
ALELO

DAS28VSG

CDAI

p=0.08

Alelo A

ALELO

p=0.12

T
Alelo G

Alelo A
ALELO

Abreviaturas: P:valor p; DAS28:Disease Activity Score in 28 Joints; HAQ:The Health Assessment Questionnaire;

CDAI: Clinical Disease Activity Index; VSG: Velocidad de Sedimentacion Globular; PCR: Proteina C Reactiva.
Valor significativo p<0.05. Ver valores de referencia Anexo 3.

*Diferencias calculadas por prueba de U Mann Whitney.

Figura 9. Plots de medias para las variables DAS28VSG, DAS28PCR, HAQ, CDAI respecto al alelo Gy

A en pacientes con AR.
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Paralelamente se hizo un analisis entre la presencia del genotipo (G/G y A/G), alelos (A 'y G),
algunas variables de estudio, sin encontrar ningun tipo de asociacion.

Variable G/G A/IG p

n n

DAS28VSG

Activo 26 7

No activo 14 2 0.91

DAS28PCR

Activo 19 4

No activo 21 4 0.08

VSG

Normal 20 3

Aumentada 20 6 0.47

PCR

Normal 31 5

Aumentada 13 3 0.29

Anti TNF-a (Adalimumab, Infliximab y Etanercept)

Sub- terapéutico 5 1 0.68

Terapéutico 34 8 '

ADAs

Negativos 32 6

Positivos 7 2 0.48

Tabla 28. Asociacion entre genotipos, variables clinicas, Anti- TNF-a y ADAs (Adalimumab,
Infliximab y Etanercept) en pacientes con AR.

Abreviaturas: P:valor p; DAS28:Disease Activity Score in 28 Joints; VSG: Velocidad de Sedimentacion
Globular; PCR: Proteina C Reactiva; ADAs: Antibody Anti-Drugs.

* Diferencias calculadas mediante prueba de Test de Fisher.
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Variable G A p

n n

DAS28VSG

Activo 61 7

No activo 28 1 0.82

DAS28PCR

Activo 44 4

No activo 44 3 0.15

VSG

Normal 41 2

Aumentada 48 6 0.22

PCR

Normal 65 4

Aumentada 31 3 0.42

Anti TNF-a (Adalimumab, Infliximab y Etanercept)

Sub- terapéutico 10 2 0.26

Terapéutico 77 6 '

ADASs

Negativos 72 4

Positivos 14 3 0.11

Tabla 29. Asociacion entre alelos, variables clinicas, Anti- TNF-a. y ADAs (Adalimumab, Infliximab
y Etanercept) en pacientes con AR.

Abreviaturas: P:valor p; DAS28:Disease Activity Score in 28 Joints; VSG: Velocidad de Sedimentacion
Globular; PCR: Proteina C Reactiva; ADAs: Antibody Anti-Drugs.

* Diferencias calculadas mediante prueba de Test de Fisher.

4.2.4 Asociacion entre los niveles séricos de anti- TNF-a (Adalimumab, Infliximab y
Etanercept) e indices de actividad en pacientes con AR

Posteriormente, al realizar el andlisis de asociacion entre algunas variables de la
enfermedad, se encontr6 que DAS28 para PCR y VSG fueron estadisticamente significativas, asi
como la variable PCR. Sin embargo, los pacientes con niveles terapéuticos tenian indices
elevados de DAS28 para PCR y VSG, aun cuando mantenian niveles 6ptimos para cada uno de

los farmacos biol6gicos evaluados, Tabla 30.
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Niveles séricos de Anti-TNF-a (Adalimumab, Infliximab y
Etanercept)
Variable Su_b—_terapéuti_cos '_I'e_rapéuticqs 0
(Minimo-Méaximo) (Minimo-Méaximo)
DAS28VSG 5.774(3.33-6.85) 3.63+(1.81-8.55) 0.007*
DAS28PCR 6.06+(3.15-6.49) 3.02+(1.5-8.84) 0.005*
VSG 28+(9-83) 23%(3-90) 0.408
PCR 10.62+(0.22-77.2) 0.72+(0.014-99.8) 0.05*

Abreviaturas: P: valor p; DAS28: DiseaseActivity Score in 28 Joint; VSG: Velocidad de Sedimentacién Globular;
PCR: Proteina C Reactiva, Clasificacion de farmacos Anti-TNF-o segin el proveedor Promonitor®.Valor
significativo p<0.05. Ver valores de referencia tabla Anexo 3.

*Diferencias calculadas por prueba de U Mann Whitney

Tabla 30. Asociacion entre los niveles séricos de Anti-TNF-a (Adalimumab, Infliximab y Etanercept) e
indices de actividad en pacientes con AR.

425 ASOCIACION ENTRE ADAs E INDICES DE ACTIVIDAD DE LA
ENFERMEDADEN PACIENTES CON AR.

Paralelamente se observd asociaciones estadisticamente significativas entre ADAS vy
DAS28VSG, CDAI y mediciones clinicas como NAD en el grupo de pacientes con AR. No hubo

diferencias estadisticamente significativas para DAS28PCR y NAL.

ADAs
Variable _ Negativps_ _ _Positivgs _ b
(Minimo-Maximo) (Minimo-Maximo)

DAS28VSG 3.6%(1.81-8.55) 4.99+(2.75-6.85) 0.018*

0.028**
DAS28PCR 3.02+(1.5-8.84) 3.8+(1.86-6.49) 0.119
CDAI 11+(0-68) 21+(8-39.5) 0.015*
NAD 2%(0-26) 8+(0-21) 0.003*

Abreviaturas: P: valor p; DAS28: DiseaseActivity Score in 28 Joint; CDAI: Clinical Disease Activity Index; NAD:
Numero de Articulaciones Dolorosas; ADAs: Antibody Anti-Drugs. Clasificacién de ADAs segun el proveedor
Promonitor®Valor significativo p<0.05.Ver valores de referencia Anexo 3.

*Diferencias calculadas por prueba de U Mann Whitney

** Diferencias calculadas mediante prueba de Test de Fisher.

Tabla 31. Asociacién entre la presencia y/o ausencia de ADAs (Adalimumab, Infliximab y Etanercept) e
indices de actividad de la enfermedad en pacientes con AR.
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4.2.6 Representacion de resultados por bioldgico: Adalimumab
4.2.6.1 Asociacion entre SNP -308 TNF-a, variables clinicas en pacientes con AR y en
tratamiento con Adalimumab

En referencia al Adalimumab, se hizo un analisis de asociacion entre alelos y variables
clinicas para los pacientes con AR. No se observé ninguna asociacion estadisticamente

significativa.

4.2.6.2 Correlacion entre el nivel sérico de Adalimumab, tratamiento antirreumatico
concomitante y antimalarico en pacientes con AR

En lo que respecta al uso de farmacos antirreuméaticos como tratamiento concomitante,
cabe sefalar que el méas utilizado en los pacientes con AR fue el metrotexato en 15 pacientes,
seguido por la leflunomida en 12 pacientes, la prednisolona en 3 pacientes y la cloroquina en 3
pacientes.

Se encontraron diferencias estadisticamentesignificativas por medio del coeficiente de
Pearson entre Adalimumab-sulfasalazina y Adalimumab-Cloroquina, obteniendo una relacion
positiva débil de 0.59,p=0.0005 y 0.49,p=0.005 respectivamente.
4.2.6.3 Correlacion entre la concentracion de Adalimumab y ciertos antecedentes clinicos en
pacientes que cursan con AR

Al analizar la correlacion entre variables clinicas y los niveles de Adalimumab solo se
encontrd un valor débil entre el DAS28VSG con un valor para el Coeficiente de Correlacion de
Pearson= -0.30 y p= 0.01, mientras que para las variablesarticulaciones dolorosas, inflamadas,

CDAI, HAQ, PCR y VSG no se hallaron datos estadisticamente significativos.
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4.2.7 Representacion de resultados por biologico: Infliximab
4.2.7.1 Asociacion entre genotipos, variables clinicas, nivel sérico de Infliximab y ADAS
contra Infliximab en pacientes con AR

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre alelos, variables
clinicas, nivel sérico de Infliximab y ADAs contra Infliximab en pacientes con AR.
4.2.7.2 Asociacion entre los niveles séricos de Infliximab e indices de actividad en pacientes
con AR

Se encontraron valores estadisticamente significativos entre los niveles de Infliximab y
los indices DAS28VSG (sub-terapéutico x=5.43+DS 1.43 y terapéutico x=3.77+DS 1.36)
p=0.01; HAQ (sub-terapéuticox=1.35+DS 1.05 y terapéutico x=0.36+ 0.43)p=0.04y CDAI (sub-
terapéutico x=27.87+DS 12.23 y terapéutico x= 12+DS 11.59) p=0.008, aunque no se

encontraron diferencias respecto a DAS28PCR.



p=0.01*

6.0

55

(e}
n
DAS28VSG
1n
<
<
<
0
(V]
\ \
Sub-terapeutico Terapeutico
INFLIXIMAB
p=0.04*

DAS28PCR

HAQ

CDAI

Sub terapeutico Terapeutico

INFLIXIMAB

p=0.08

\ \
Sub-terapeutico Terapeutico

INFLIXIMAB

p=0.008*

\ \
Sub terapeutico Terapeutico

INFLIXIMAB

94

Abreviaturas: P: valor p; DAS28: Disease Activity Score in 28 Joint; HAQ: The Health Assessment Questionnaire;
CDAI: CDAI: Clinical Disease Activity Index, VSG: Velocidad de Sedimentacion Globular; PCR: Proteina C
Reactiva. Clasificacién de Infliximab segun el proveedor Promonitor®. Valor significativo p<0.05. Ver valores de

referencia anexo 3.

*Diferencias calculadas por prueba de U Mann Whitney.
Figura 10. Plots de medias entre los niveles de Infliximab respecto al indice DAS28 por VSG y PCR,

HAQ y CDAI en pacientes con AR.
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4.2.7.3 Asociacion entre la concentracion de ADAs contra Infliximab e indices de actividad
de la enfermedad en pacientes con AR

Para finalizar, los pacientes con ADAs positivos tenian indices elevados comparados con
aquellos que tenian ADAs negativos. La asociacion entre ADAs contra Infliximab arrojo
diferencias estadisticamente significativas respecto a las variables DAS28VSG (negativos
x=3.77+DS 1.36 y positivos x=5.43+DS 1.43) p=0.019; HAQ (negativo x= 0.36+DS 0.43 y
positivo x=1.35+DS 1.05) p=0.04 y CDAI (negativo x=12+DS 11.59 y positivo x=27.8 +DS

12.23) p=0.008. No hubo diferencias para DAS28PCR, Figura 11.
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Abreviaturas: P: valor p; DAS28: Disease Activity Score in 28 Joint; HAQ: The Health Assessment Questionnaire;
CDAI: Clinical Disease Activity Index; VSG: Velocidad de Sedimentacion Globular; PCR: Proteina C reactiva;
Clasificacion de ADAs segin el proveedor Promonitor®. ADAs: Anti-drug-antibodies. Valor significativo.

p<0.05.Ver valores de referencia Anexo 3.
*Diferencias calculadas por prueba de U Mann Whitney.

Figura 11. Plot de medias entre los niveles de ADAs contra Infliximabrespecto al indice DAS28 por VSG

y PCR, HAQ y CDAI en pacientes con AR.
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4.2.8 Representacion de resultados por biologico Etanercept

Cabe destacar que toda la poblacion de pacientes en tratamiento con Etanercept tenia
niveles optimos y ADASs negativos, razon por la cual no se encontraron asociaciones
estadisticamente significativas entre los niveles de medicamento o ADAS vy alelos, genotipos y

las variables clinicas incluidas en el estudio.

5. Discusion y recomendaciones.

Las Espondiloartritis son un grupo de enfermedades reumatologicas cronicas e
inflamatorias, cuyo diagndstico es frecuentemente tardio. Su curso evolutivo es progresivo, con el
consecuente deterioro funcional y discapacidad, con compromiso articular que conlleva a la
disminucion en la calidad de vida con un alto impacto socioeconémico (107).

Los pocos estudios histoldgicos realizados en humanos sugieren el predominio de los
linfocitos T CD8"y macrofagos, asi como la expresion de TNF-o, en las areas afectadas.
Anélogamente, algunos individuos responden eficazmente al tratamiento anti-TNF-a y este
hallazgo demuestra que esta citocina participa de forma relevante en la fisiopatologia de las EAS
(108).

El TNF-a ejerce su efecto mediante union a los receptores TNFR1 y TNFR2 ubicados en
la superficie celular, induciendo vias de transduccién de sefial que activan el factor nuclear NF-
kB. Cuando el NF-kB activo entra en el nlcleo de la célula, induce la transcripcion de genes que
codifican proteinas asociadas a inflamacion (109).

Por lo tanto, el TNF-a es una molécula inmunomediadora y proinflamatoria de ciertas
enfermedades reumaticas, cuya produccion puede ser baja o alta entre humanos, Van der liden et
al, respaldo la posible influencia de variaciones genéticas sobre la regulacion de los niveles en

circulacion de TNF-a (110) . Ademas, la localizacion del gen de tnf-a dentro del CMH, ha
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planteado la posibilidad que polimorfismos dentro de este locus pudieran contribuir a la
patogénesis de una gran variedad de enfermedades autoinmunes (111).

La asociacién entre la transicion de Guanina a Adenina en la region promotora -308 de
este gen ha sido investigada intensamente. Los resultados son contradictorios y algunos
investigadores plantean al SNP-308 como un marcador de severidad de la enfermedad y de
respuesta al tratamiento (99, 112).

En México se llevo a cabo un andlisis de dos polimorfismos en las posiciones -238 y -308
del gen tnf-a, en los que se observo un incremento en la frecuencia del alelo T2(A) en el grupo de
pacientes con EAS y del genotipo T2T1 (A/G) en pacientes con EASI, luego de que ambos
grupos fueran comparados con controles sanos. Con base en estos resultados, los autores
proponen al TNF-a como un posible marcador de susceptibilidad para las EAS (77).

Un estudio llevado a cabo en Colombia, sugiere que el alelo -308A del TNF-a. no ejerce
un efecto protector en pacientes con EAS, lo que podria apoyar la hipotesis de que éste podria ser
considerado como un factor de susceptibilidad (6, 77). Cabe sefialar que los resultados previos en
poblacion colombiana evaluaron al SNP -308 del TNF-a en un grupo de pacientes con EAS por
subtipos, pero caso contrario al trabajo aqui presentado, el tratamiento con farmacos Anti-TNF-a
fue criterio de exclusion. En el reporte de Romero et al., predomind la presencia de
manifestaciones periféricas en pacientes con diagnostico de ARe y EASI en el momento de la
toma de la muestra y el registro de los indices clinicos, siendo la poblacion de ARe la que se
asocio con la presencia del alelo polimorfico (6). Vale la pena destacar que el grupo de pacientes
en el presente estudio estuvo constituido por el 43 % con formas axiales desde el inicio de la
enfermedad y el 11 % de los individuos fueron diagnosticados inicialmente como ARe, pero en la

actualidad estan clasificados como EA.
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Por otro lado, Ji et al., proponen una participacion limitada del SNP-308 del TNF-a. como
indicador de actividad para la EA, el subtipo mas comun dentro de las EAS (79).

Los resultados obtenidos al comparar tanto genotipos como alelos del SNP-308 del TNF-
a con la presencia o no de la enfermedad, no generaron diferencias estadisticamente
significativas. Estos resultados son compatibles con los hallazgos en una poblacién portuguesa de
pacientes con EA, en la que se encontré una baja presencia del alelo A comparado con el grupo
control, por lo que se plantea una baja influencia de este alelo con respecto a la susceptibilidad y
prondstico de la EA (113). Asi mismo, otro trabajo puso de manifiesto la falta de asociacion
entre la EA con respecto a la presencia del alelo A, ya que éste solo fue detectado en el 12.1% de
33 pacientes con EA/B27" y 4.6% de 33 pacientes con EA/B27" con respecto al 5.3% de 19
controles B27"y el 8.3% de 18 controles B27" (114).

Por otro lado, las opciones terapéuticas para los pacientes con EAS habian sido limitadas
hasta la Gltima década, pero la reciente introduccion de agentes blogueadores del TNF-o ha
permitido el manejo Optimo de esta poblacion. En el afio 2006, se llevé a cabo un estudio
multicéntrico, aleatorizado, doble ciego, controlado con placebo con el proposito de evaluar la
eficacia del Adalimumab en pacientes con EA (40). Alli observaron que el 58.2% de los
pacientes, es decir 121 de 208, respondieron satisfactoriamente en comparacién con aquellos que
recibieron placebo. Conviene sefialar que el 89% de los pacientes con EA y tratados con
Adalimumab tenian niveles éptimos del medicamento.

Otro estudio evalud el uso de Infliximab en 52 pacientes con EA que completaron 102
semanas de tratamiento y los resultados mostraron que el 58% de los pacientes alcanzaron al
menos el 50% de mejora, tomando como referencia el valor basal en la puntuacion BASDAI en la
semana final (115). Adicionalmente, se observo que el 50% de los pacientes tenian un indice

activo de la enfermedad (BASDAI: >4) comparado con concentraciones plasmaticas del farmaco
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en niveles terapéuticos, por lo cual seria dificil asumir a esta variable como un criterio definitivo
para ponderar la efectividad del tratamiento. De aqui la necesidad de exponer actualmente otras
variables de actividad clinica como el ASDAS (en inglés, Ankylosing Spondylitis Disease Activity
Score) PCR y ASDAS VSG que determinen la eficacia de ciertos farmacos bioldgicos.

Ya que la intencion de algunas investigaciones ha sido ajustar los criterios con respecto a
predictores de respuesta al tratamiento, el indice BASDAI solo o combinado con otras variables
(PCR, VSG, BASFI, rigidez matutina, entre otros) era para ese momento la medida mas
importante dentro de algunos ensayos clinicos para la evaluacion de la actividad de la
enfermedad y el manejo de los farmacos bioldgicos (116). Al respecto, tanto la PCR como la
VSG, considerados biomarcadores serologicos de actividad en las EAS fueron relevantes en
nuestro estudio al ser contrastados con la concentracion de Etanercept (117, 118).

Un estudio realizado en 155 pacientes con EA y tratados con Infliximab (n=38) y
Etanercept (n=117) describié que tanto la PCR como la VSG tenian asociacion con el nivel de
actividad de la enfermedad a los tres meses de tratamiento. Por lo tanto, estos marcadores
inflamatorios podrian facilitar el seguimiento de la eficacia de tratamientos anti-TNF-a en
pacientes con EA (119). De igual manera, los resultados de la concentracion de Adalimumab
disminuidos se asocian a elevaciones de la VSG en los pacientes con EAS.

Por otro lado, el efecto de la coadministracion de DMARDs con respecto a los inhibidores
del TNF-a en los individuos con EAS no ha sido completamente dilucidado. El uso limitado de
DMARD:s en ciertos casos no genera efectividad en cuanto a las manifestaciones axiales, y no
hay evidencias que indiquen un mejor resultado si el uso de algin inhibidor anti-TNF-a es
aplicado en combinacion con algin DMARDs (120).

Aun asi, en nuestro estudio se observo una correlacion estadisticamente significativa entre

la respuesta clinica favorable y el uso de una terapia combinada en el grupo de pacientes con
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EAS tratados con Adalimumab en combinacion con MTX, lo cual podria ser explicado en
términos de la actividad sinérgica anti-proliferativa que pueden ejercer estos farmacos,
impulsando de esta manera la inmunosupresion y afectando ciertas variables clinicas, ademas de
evitar la generacion de inmunogenicidad.

A pesar de la seguridad que pueden tener los bloqueadores del TNF-a, ain sigue siendo
necesaria la busqueda de respuestas con respecto a los pacientes que se mantienen en una etapa
refractaria al tratamiento. En consecuencia, la farmacogenética ha tratado de evaluar el efecto de
la variabilidad genética de un individuo en su respuesta a determinados farmacos.

Recientemente, un metaanalisis determino que los pacientes con EAS y Ell portadores del
alelo silvestre, ya sea para el SNP-308 o para el -857 del gen tnf-o tenian una mejor capacidad de
respuesta a los bloqueadores del TNF-o en comparacion con los pacientes portadores del alelo
polimorfico (80). En este sentido, los resultados obtenidos demostraron diferencias significativas
entre la presencia del alelo G en los pacientes con EAS y en tratamiento con Adalimumab al
comparar los niveles de PCR, los cuales se mantuvieron en niveles normales para los pacientes
portadores de esté alelo. Sin embargo, este comportamiento no se observo en los pacientes
tratados con Infliximab y Etanercept.

Por otro lado, la ARes una enfermedad inflamatoria cronica que afecta principalmente a la
membrana sinovial, el cartilago y el hueso, donde el TNF-a es una de las moléculas clave en la
patogénesis. El estudio del SNP-308, al igual que en las EAS, ha permitido inferir en el
comportamiento de esta citocina frente a la enfermedad y al tratamiento con terapia bioldgica.

Posteriormente, un estudio de cohorte en una poblacion argentina de 223 pacientes con
AR y 111 controles sanos, plante6 la falta de correlacion no solo para el genotipo sino también
para la frecuencia alélica de este polimorfismo con respecto al desarrollo o progresion de la

enfermedad (121). De igual forma, en esta investigacion, al examinar la frecuencia del


http://es.wikipedia.org/wiki/Variabilidad_gen%C3%A9tica
http://es.wikipedia.org/wiki/F%C3%A1rmaco
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polimorfismo -308 del promotor del gen tnf-o en los 56 pacientes con AR y 155 controles, no se
hallaron diferencias estadisticamente significativas para genotipos y alelos entre estos dos grupos.

No obstante, al asociar el polimorfismo con variables de actividad y evaluacién funcional,
se observo significancia entre la presencia del alelo A en pacientes con AR y el aumento en el
indice HAQ-DI, a diferencia de las variables de actividad DAS28 por VSG y PCR que no fueron
estadisticamente significativas, pero que registraron una tendencia al aumento en relacion a los
pacientes que portan el alelo A. Posiblemente influya el tamafio de la muestra.

Por otro lado, un metaanalisis que reunio 15 estudios y 2127 pacientes propuso que los
individuos portadores del alelo G tienen mejor respuesta al tratamiento, evaluada con respecto al
indice DAS28 (122).Sin embargo, en pacientes mexicanos que cursaban con AR, se propuso al
alelo (A)-308T2 como un marcador de severidad, teniendo en cuenta algunas variables como:
HAQ-DI, erosiones y manifestaciones extra articulares (123).

Seitz et al. (2007) expuso que el genotipo G/G en pacientes con AR, APs y EA generaba
una mejor respuesta al tratamiento anti-TNF-a que aquellos con el genotipo A/G y A/A,
independientemente de la enfermedad reumatica tratada. Por lo tanto, este planteamiento podria
estar relacionado con nuestros hallazgos que describen que el 77% y 66% de los pacientes con
AR y EAS, respectivamente, que recibieron alguno de los tres farmacos bioldgicos, eran
portadores del genotipo G/G y mantuvieron concentraciones éptimas del medicamento (1).

Por otro lado, la adicién de un DMARD:s al tratamiento con bloqueadores del TNF-a ha
demostrado ser efectivo en la reduccidn sostenida de los sintomas y esta propuesta fue planteada
dentro de las recomendaciones del EULAR (en inglés, The European League Against
Rheumatism) en el afio 2010 (124). Sumado a lo anterior, se observo que el grupo de pacientes
con AR tratados con Infliximab y en tratamiento concomitante con Sulfozalazina o Cloroquina,

mostraron niveles dptimos del bioldgico.
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La prevalencia de ADAs varia entre estudios de farmacos anti-TNF-o y estas
observaciones podrian ser explicadas por las diferencias entre grupos de pacientes, por contraste
en cuanto al tratamiento concomitante, la via de administracion, la dosificacion del medicamento,
el tipo de proteinay ademas la eleccion del ensayo para la deteccion de ADAs.

En este estudio, la terapia bioldgica con Infliximab revel6 falta de eficacia en pacientes
con EAS y AR conservando indices activos de la enfermedad debido a una respuesta
desencadenada por el agente bioldgico, lo que resulto en la formacion de ADAs. Por lo tanto, la
inmunogenicidad es uno de los mecanismos detras de la falla al tratamiento, tal como lo expone
un estudio realizado en Francia en 108 pacientes: (17 con AR y 91 con EAS) donde se propone
que altas concentraciones de Infliximab durante el inicio del tratamiento reduciria el desarrollo de
ADAs (125, 126). Analogamente el Infliximab es un anticuerpo quimérico 25% murino que
puede inducir la secrecion de HACAS y de esta manera permitir reacciones adversas o pérdida de
la eficacia.

Se ha documentado que la ausencia de ADAS en los pacientes con AR y en tratamiento
con Adalimumab pudo deberse al uso de tratamiento concomitante que facilitaria el
mantenimiento sostenido del medicamento (127, 128).Sin embargo, los pacientes con EAS
tratados con Adalimumab presentaron asociacion con respecto a la presencia de ADAS,
concentraciones disminuidas del medicamento se detectaron en sujetos con ADASs positivos. Un
estudio de cohorte observacional en 115 pacientes con EA tratados con Adalimumab por 24
semanas, describe que el 27% de la poblacion presentdé ADAs detectables y niveles de
Adalimumab disminuidos. Ademas, la PCR y VSG se mantuvieron elevadas durante las 24
semanas de seguimiento en estos pacientes(129).

Finalmente, un estudio reciente identifico que pacientes con AR vy tratados con

Adalimumab tenian mejor respuesta al tratamiento y remision de la enfermedad comparados con
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Infliximab, aunque los tratados con Etanercept tenian la tasa de supervivencia mas larga con
respecto al farmaco (130). Estos hallazgos podrian ser extrapolados a nuestro estudio ya que los
pacientes tratados con Infliximab para ambas patologias presentaron una asociacion entre la
presencia de ADASs y una baja respuesta al tratamiento.

Se recomienda la realizacion de otra fase del estudio con un nimero mayor de pacientes
para establecer relaciones estadisticas mas fuertes, asi como el uso de otro método de deteccion
para ADAs que revele la capacidad neutralizante del constructo de anticuerpos anti-TNF-a, ya
que niveles elevados para ciertos biolégicos por ELISA pueden ser erroneamente interpretados
como ‘“terapéuticos” a pesar de observar una actividad insuficiente por parte del farmaco
biolégico presente en circulacion representado por niveles sostenidos en los indices de actividad
y disfuncion de la enfermedad.

6. Conclusiones y recomendaciones

Los resultados del analisis del polimorfismo del SNP-308 del TNF-a para la presencia del
alelo G en pacientes con EAS bajo tratamiento con terapia bioldgica anti TNF sugieren una
mejor respuesta basados en los niveles de marcadores séricos como la PCR. En el grupo de
pacientes con AR, el alelo A podria estar asociado con mayores indices de actividad y de
disfuncion.

Los niveles bajos de medicamento anti-TNF como la presencia de ADAs en sangre se
correlacionaron con mayor actividad de la enfermedad tanto por indices clinicos como por
marcadores serolégicos de inflamacion en los pacientes con EAS y AR. La combinacion de
Metrotexato con Adalimumab en pacientes con EAS se asocio con mayor biodisponibilidad del
farmaco anti-TNF-a, asi como la Sulfazalazina o la Cloroquina con Adalimumab en pacientes
con AR. y finalmente, el Etanercept fue el medicamento menos inmunogénico comparado con

otros agentes bloqueadores de anti TNF.
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Se recomienda la realizacion de otra fase del estudio con un nimero mayor de pacientes
para establecer relaciones estadisticas mas fuertes, asi como el uso de otro método de deteccidn
para ADAs que revele la capacidad neutralizante del constructo de anticuerpos anti-TNF-a, ya
que niveles elevados para ciertos bioldgicos por ELISA pueden ser erroneamente interpretados
como “terapéuticos” a pesar de observar una actividad insuficiente por parte del farmaco
bioldgico presente en circulacion representado por niveles sostenidos en los indices de actividad

y disfuncion de la enfermedad.
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Anexo 1.Loci asociados con EAS, descubiertos mediante el uso de estudios asociados a GWAS

Gen/Locus Localizacion en el Cromosoma EETTEE A A S
PsV PsA AS

IFNLR1/IL- 1p36.11 X

28RA

IL-23R 1p31.3 X X X

LCE3B/3C 1g21.3 X

KIF21B 1932.1 X

RUNX3 1p36 X X

TNFRSF9 1p36 X

B3GNT2 2pl5 X

REL 2pl3-pl2 X X

IL-1R2 2q12 X

IFIH1 2024 X

ANTXR2 40921.21 X

PTGER4 5p13.1 X

HAPLN1 5014 X

EDIL3 5014 X

ERAP1 5q15 X X

IL-13/1L-4 5031 X

IL-12B 5031.1-033.1 X X X

TNIP1 5032-q.33.1 X X

TAGAP 6p25.3 X

IRF4 6p25-p23 X

HLA-B/C 6p21.3 X X X

TRAF3IP 6p21 X X

TNFAIP3 6023 X

ELMO1 7pl4d.l X

DEFB4 8p23.1 X

DDX58 9pl2 X

KLF4 9931 X

CARD9 9934.3 X

ZMIZ1 10g22.3 X

PRDX5 11913 X

ZC3H12C 11g22.3 X

ETS1 11923.3 X

LTBR/TNFRSF | 12p13 X

1A

ANOG 12912 X
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IL-23A 12q13.3 X
NFKBIA 14913 X
SOCS1 16p13.13 X
FBXL19 16p11.2 X
NOS2 17q11.2-12 X
STAT3 17q21.31 X
STATSA/B

TBKBP1 17q21.32

CARD14 17925 X
MBD2 18q21 X
CARM1 19p13.2 X
ILF3 19p13.2 X
TYK2 19p13.2 X
RNF114 20013.13 X
UBE2L3 22q11.21 X

Abreviaturas: PsV

en inglés: Psoriasis; PSA en inglés, Psoriatic arthritis; AS en inglés
Ankylosing spondylitis.
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Anexo 2. Consentimiento informado

AUTORIZACION PARA EL USO DE LA MUESTRA DE SANGRE EN UN TRABAJO DE
INVESTIGACION EN PACIENTES CON ARTRITIS.

INVESTIGADOR PRINCIPAL:

Romero Sanchez Maria Consuelo(Msc PhD —Servicio de reumatologia -Hospital Militar)
spacolombia@gmail.com
Teléfono 3127771226-34868686 Ext 5050

CO-INVESTIGADORES RESPONSABLE POR INSTITUCION PARTICIPANTE:

Bello Gualteros Juan Manuel (MD reumatélogo Servicio de Reumatologia-Hospital Militar
Central)

Guzman Vergara Claudia M (MD reumatdlogo. Servicio de Reumatologia Hospital Militar
Central)

MesaAna Maria (Enfermera Jefe. Servicio de Reumatologia Hospital Militar Central)

Giovanny Ballesteros MD. (Residente de reumatologia Universidad Militar Nueva Granada.
Servicio de Reumatologia Hospital Militar Central)

Diana Mufoz Forero. Bcl  (Servicio de Reumatologia Hospital Militar Central)

John Londofio. MD (Servicio de Reumatologia Hospital Militar Central)

La presente investigacion esta avalada por el comité de Etica del Hospital Militar Central
institucion en la ciudad de Bogota donde se realizara el estudio.en él participara el Servicio de
Reumatologia que atienden pacientes con artritis reumatoide y espondiloartritis.

TITULO DE LA INVESTIGACION:

“Presencia del polimorfismo -308 del TNF-a y su relacion con inmunogenicidad.niveles séricos
de farmacos anti-TNF-o y respuesta clinica en pacientes con Artritis Reumatoide y
Espondiloartritis en el Hospital Militar Central”.

El presente es un formato de aceptacion para que mi muestra sea usada en un estudio sobre la
respuesta inmune de mi organismo a los farmacos anti factor de necrosis tumoral prescritos por
mi enfermedad. La terapia anti factor de necrosis tumoral (anti TNF) es una importante
alternativa de manejo de la enfermedades crénicas inflamatorias incluyendo la Artritis
reumatoide (AR) y las Espondiloartritis (EAS). Sin embargo algunos pacientes no responden al
tratamiento.y no se sabe con certeza la causa. Por lo tanto la muestra tomada de sangre sera
estudiada para ver el contenido de sustancias que pueden ayudar a predecir la evolucion vy
respuesta a los medicamentos en la enfermedad.para brindar mejores tratamientos a futuro.

Conozco que para el manejo actual correcto de la enfermedad que tengo.es importante que tomen
una muestra de sangre.por lo tanto autorizé para que una parte de la muestra sea usada en el
estudio y en otros estudios que se deriven directamente de esta investigacion.

El protocolo de investigacion consistira en la consulta normal con su médico tratante y la toma de
muestras de sangre para confirmar el estado de defensas de su organismo.
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Toma de sangre. Se utilizaran las muestras tomadas previamente y en caso de no ser dptimasse
realizard una nueva toma de muestra de 5 ml de sangre cada una por una persona experta de
manera similar a una muestra de sangre que se toma de rutina antes de comenzar la infusion de su
medicamento.

COMPENSACION: Usted no recibira dinero por participar en el estudio.pero su ayuda en podria
beneficiar a los pacientes en el futuro.al obtenerse resultados cientificos que permitan desarrollar
mejores tratamientos médicos. Los costos del examen de sangre para evaluar sus defensas seran
cubiertos por el estudio. Otros procedimientos para tratar la enfermedad que se realizaran
posteriormente no seran cubiertos.

RIESGOS: Usted debe entender que los riesgos de este procedimiento seran minimos. Personal
con experiencia realizard los procedimientos utilizando medidas de seguridad estandarizadas.
Estos incluyen el uso de ropa protectora (blusas de laboratorio) y guantes. Ademas todos los
materiales necesarios que se utilicen serdn desechables y la toma de sangre no representara
ningun riesgo para usted.ya que el volumen tomado corresponde a una minima parte de la sangre
comparado con la que se extrae cuando usted hace una donacién de sangre. Después de la toma
de sangre usted puede sentir un poco de dolor en el sitio y podria aparecer un morado en la piel
que desaparecera en unos dias.

BENEFICIOS: Al contribuir con este estudio.usted esta permitiendo la obtencién de informacion
cientifica que permitira desarrollar tratamientos futuros.y como participante del mismo tendra
acceso a la informacion que se obtenga de sus estudios siempre y cuando la requiera.ademas de
satisfaccion personal al ser pionero y apoyar con su participacion en la investigacion.

CONFIDENCIALIDAD: Usted debe entender que toda la informacion obtenida en este estudio
se mantendrd estrictamente confidencial.con la excepcion de que la ley requiera la informacion.
Si existe alguna publicacion como resultado de este estudio.usted no sera identificado por su
nombre.

COMPLICACIONES: Usted debe recordar que la posibilidad de complicaciones por su
participacion en este estudio es muy baja. Si usted tiene alguna complicacion usted puede llamar
a los numeros de teléfono celulares de los investigadores encargados en la institucion que
aparecen al inicio de este documento.ellos lo orientaran y le proporcionaran la informacién
necesaria para su solucion.

RETIRO DEL ESTUDIO: Usted estd de acuerdo en que su participacion en este estudio es
completamente voluntaria y que puede retirarse del mismo en cualquier momento avisando con
tiempo a los investigadores. Esta decision no lo afectara en el presente o futuro. Es posible que
alguno de los investigadores pueda retirarlo del estudio si es necesario al encontrar alguna
situacion que lo requiera para su beneficio.

DERECHOS DE LA PERSONA: A usted se le ha dado la oportunidad de preguntar acerca de
este estudio y de su participacion en él. Tiene derecho a que sus preguntas se respondan a su
completa satisfaccion. Usted debe hacer sus preguntas ahora antes de firmar este documento o en
cualquier momento después de firmarlo. Si usted desea alguna otra informacién o tiene preguntas
acerca de los derechos de una persona que participa en investigacion.puede contactar a los
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investigadores encargados en cualquier momento a los numeros de teléfono que se encuentran en
la primera pégina de este documento.
DURACION DE LA INVESTIGACION:

Tendra un periodo aproximado de 18 meses académicos.
ACUERDO: Yo he leido y entendido este informe de consentimiento. Estoy de acuerdo en que

voy a participar en este estudio de investigacion. Cuando firme este documento recibiré si asi lo
deseo una copia de este informe de consentimiento.

I
Nombre del Participante y cédula Firma Fecha
Direccion y teléfono
_
Nombre del Testigo 1 y cédula Firma Fecha
Relacion con el paciente
Direccién y teléfono
)
Nombre del Testigo 2 y cédula Firma Fecha
Relacion con el paciente
Direccién y teléfono
Nombre del Investigador y cédula Firma Fecha

Direccion y teléfono
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HOSPITAL MILITAR CENTRAL

Consentimiento Informado: Requerido, Presentado, se entrega firmado y fechado en
sus 4 folios

CONCEPTO: Estudio observacional, analitico corte transversal, que adopta los principios
de investigacién biomédica para investigacion en seres humanos a nivel nacional:

- Resolucion No. 8430/93 del Ministerio de Salud.

El Comité Independiente de Etica en Investigacion del Hospital Militar Central opera de acuerdo con:
Regulacion Internacional
- Normas de Buenas Practicas Clinicas (ICH_ GCP)
- Declaracién de Helsinki ( Seul, Corea 2008)
Regulacién Nacional
- Resolucion 8430 de 1993 (04 de Octubre)
- Resolucién 2378 de 2008 (Junio 27)
Regulaciones Institucionales
- Resolucién 1019 del 21 oct 2010
Regulaciones del Comité.

Comité Independiente de Etica en Investigacion
Hospital Militar Central

Transversal 3 No. 49 -00 Piso 13

Telefax: 571 3486868 Ext. 5363-5136

-l

IER IGNACIO GODOY BARBOSA
Presidente

" DR.

Prayecte y Elaboré: ihe

“Salud — Calidad — Humanizacién”

Transversal 3* No. 48-00 - Conmutador 3486868 Ext. 3186-5363 - www.hospitalmilitar.gov.co g
Beogota, D.C. ~ Colombia
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Nombre

Tipo de Variable
Segun Naturaleza

Definicion Operativa

Escala de
Medicion

Edad

Continua

Afios cumplidos por el
paciente

Razoén

Sexo

Discreta
Dicotdmica

Mujer

Hombre

Nominal
Dicotémica

Comorbilidades

Discreta

Diabetes Mellitus

Tabaquismo

Hipertension

Dislipidemia

Hipotiroidismo

Otros

Nominal

DMARD previo

Discreta

Prednisolona

Metotrexato

Leflunomida

Sulfasalazina

Antimalarico

Ciclosporina

Nominal

Bioldgico Previo

Discreta

Infliximab

Adalimumab

Etanercept

Golimumab

Certolizumab

Rituximab

Abatacept

Tocilizumab

Nominal

DMARD actual

Discreta

Prednisolona

Metrotexate

Leflunomida
Sulfasalazina

Antimalarico

Ciclosporina

Nominal

Bioldgico actual

Discreta

Infliximab

Adalimumab

Etanercept

Golimumab

Certolizumab

Rituximab

Abatacept

Tocilizumab

Nominal
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Escala Analoga del

Valor referido por el
paciente que califica el
dolor sentido en la ultima

Dolor (VAS) Continua semana en una escalade 0 a Razon
100nm para los pacientes
con AR.
Valor de PCR tomada una
. . hora antes de la infusién del
Proteina C Reactiva . . ) ,
(PCR) Continua medicamento bioldgico. Razon
<3mg/L Normal
>3mg/L Aumentado
Valor de VSG tomada una
Velocidad de hora antes de la infusion del
Sedimentacion Continua medicamento biologico. Razon
Globular (VSG) <20mm/H Normal
>20mm/H Aumentado
Resultado numérico del
) L. ELISA realizado una hora ,
Niveles séricos del . ; ., Razon
. Continua antes de la infusion del
Medicamento ;
medicamento.
Titulos de ADAs Resultado ‘numeérico del
) ELISA realizado una hora ,
contra el Continua : ., Razon
. antes de la infusion del
medicamento ;
medicamento.
Polimorfismos -308 Discreta Positivo Nominal
AlG Negativo
Polimorfismos -308 Discreta Positivo Nominal
G/G Negativo
Polimorfismos -308 Discreta Positivo Nominal
A/A Negativo
ARTRITIS REUMATOIDE
Diagnostico de la
enfermedad segln criterios
ACR 1987 para AR Nominal
AR Discreta establecida y ACR-EULAR Dicotémica
2010 para AR temprana
Si
No
Afos cumplidos por el
paciente en el momento que
Edad al Continua se diagnosticé la AR.

Diagnostico de AR

Intervalo
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Numero
Articulaciones

de

Inflamadas (NAI)

Continua

Ndmero de Articulaciones
Inflamadas al examen fisico
sobre un conteo total de 28
para los pacientes con AR.

Razon

NUmero
Articulaciones

de

Dolorosas (NAD)

Continua

Namero de Articulaciones
dolorosas al examen fisico
sobre un conteo total de 28
para los pacientes con AR.

Razon

DAS28

Continua

Resultado del indice de
actividad para AR
denominado DAS28, en una
escala continua 0-9.4

Razoén

CDAI

Continua

Suma aritmética del
NAD+NAI+VAS, en una
escala continua de 0-76

Razon

Actividad de AR

Discreta

Segun el valor de DAS28 se
dividiran  los  pacientes
segun su nivel de actividad
en:

Remision <2.6

Baja actividad 2.6-3.2
Moderada Actividad 3.2-5.1
Alta actividad >5.1

Ordinal

HAQ DI

Continua

Resultado de aplicar la
encuesta denominado HAQ
DI en la que se genera un
valor numérico que
determina el nivel de
funcionalidad del paciente
0-3

Razon

ESPONDILOARTRITIS

EAS

Discreta

Diagnostico de la
enfermedad segun criterios
ASAS 2010 para todas las
EAS, excepto para Artritis
Psoriasica para los que se
utilizaron  los  criterios
CASPAR

Si

No

Nominal
Dicotdmica

Edad
Diagndstico
EAS

al
de

Continua

Afos Cumplidos por el
paciente en el momento que
se diagnosticd EAS

Intervalo
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BASDAI

Continua

Resultado de aplicar la
encuesta denominada
BASDAI a los pacientes
con EAS, se obtiene un
valor continuo de 0-10

Razoén

Actividad de EAS

Discreta

Inactivo con resultado de
BASDAI 0-4
Activo con resultado de
BASDAI > 4

Ordinal

BASFI

Continua

Resultado de aplicar la
escala denominada
BASDAI a los pacientes
con EAS. Se obtiene un
valor continuo de 0-10

Razon

Funcionalidad EAS

Discreta

Segun el resultado de
BASFI se clasifica asi:
Funcional 0-4

No funcional >4

Ordinal




Anexo 4Aprobacién del Proyecto.

HOSPITAL MILITAR CENTRAL

Bcgoté.D‘c, 1? DIC 2013

_Asunto: APROBACION

Alos : Doctores
Maria Consuelo Romero Sanchez
Juan Manuel Bello Ballesteros
Claudia Guzman Vergara
Ana Maria Mesa
Diana Muiioz Forero
Wilson Bautista
Giovanny Ballesteros
John Dario Londofio Patifio
Investigadores
Hospital Militar Central

PROTOCOLO 2013-122

“Presencia de polimorfismo 308 del FNT y su relacién con inmunogenicidad, niveles sericos de farmacos anti
FNT y respuesta clinica en pacientes con artritis reumatoide y espéndilo artropatias en el Hospital Militar
Central”

Respetados Doctores:

El Comité Independiente de Etica en Investigacion del Hospital Militar Central en reunién del dia 06 de
Diciembre de 2013 segtn consta en el Acta No.20.

El quérum se obtiene con la participacién mayor al 50%

Asisten 5 de los 9 miembros con voz y voto, Quérum: 55.55%

No NOMBRE CARGO PROFESION
1 Dr. Javier Ignacio Godoy Barbosa Presidente Hemato oncélogo

2 Dr. Mauricio Alexis Parra Miembro Cirujano General

3 My (r) Maria Eugenia Mican Miembro Administradora

4 Enf. Flor Angela Calderdon Miembro Enfermera - Bioeticista

5 Co (r) Luz Elsy Zamora Miembro Comunidad Contadora

6 Enf. Ingrid Janneth Hortta Campas Secretaria Con voz pero sin voto

Revisé6 y APROBO:

El estudio de la referencia teniendo en cuenta:
Categoria: Investigacién con riesgo minimo.

“Salud — Calidad — Humanizacién”

Transversal 3% No. 48-00 - Conmutador 3486868 Ext. 3186-5363 - www. hospitalmilitar.gov.co @-

Bogota. D.C. — Colombia
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Anexo 5. Autorizacién Ejecucion del Proyecto

MINISTERIO DE DEFENSA NACIONAL
HOSPITAL MILITAR CENTRAL
DIRECCION GENERAL
SUDIRECCION DE DOCENCIA E INVESTIGACION CIENTIFICA

Bogota D.C., 2 U DW‘ 2@ V
"3 85@,&3@%m

Asunto: Autorizacidon Ejecucién proyecto de investigacion cédigo 2013-122

Al: Doctores
Maria Consuelo Romero Sanchez, Juan Manuel Bello Gualteros,
Claudia Guzman, John Londoiio, Maria Mesa, Diana Muiioz Forero,
Wilson Bautista, Giovanny Ballesteros.
Servicio Reumatologia-Inmunologia
Gn.-

El Comité de Investlgacmn Cientifica del HOMIC que sesioné el dia 18 de Diciembre
del afio en curso, previa revision de las aprobaciones metodoldgica y ética del protocolo de lnvestlgaaon
titulado “PRESENCIA DE POLIMORFISMO 308 DEL FNT Y SU RELACIOIV CON
INMUNOGENICIDAD, NIVELES SERICOS DE FARMACOS ANTI FNT Y RESPUESTA CLINICA EN
PACIENTES CON ARTRITIS REUMATOIDE Y ESPONDILO ARTROPATIAS EN EL HOSPITAL
MILITAR CENTRAL”, registrado en la Unidad de Investigacién Cientifica con el cédigo 2013-122,
autoriza la ejecucion del proyecto en esta institucién.

Los .investigadores deben presentar copia de esta autorizacion en las unidades o areas
donde requieran obtener informacién o acceso para el desarrollo del proyecto.

En caso de ser suspendido el estudio o de la realizacién de cualquier modificacién del
protocolo deben reportar por escrito a la Unidad de Investigacion Cientifica la informacion
correspondiente con los respectivos soportes.

Una vez finalizado el estudio el investigador principal debe presentar a la Unidad de
Investigacion Cientifica en medio magnético (CD) el informe final de la ejecucion del proyecto y todos los
documentos que soporten la difusidn del mismo (ej. articulos, memorias de congresos, etc.).

anfhiery Acuia Cordero
Subdirector de-Docencia e Investigacion Cientifica

Luz él%ﬁa Portillo Bic,Msc, Pchd

Jefe Unidad de Investigacion Cientifica

Elaboré Dra. Claudia L. Echeverria
Coordinadora Investigacién Académica

Anexo: Aprobacion del Comité de Etica

“NUESTRO RETO: LA EXCELENCIA EN SALUD”
Transversal 3° No. 49-00
Telefax 3486868 Ext. 5310 — 5363
Bogota - Colombia
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