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ANTECEDENTES E HIPOTESIS

A pesar de los grandes avances en el tratamiento de la Artritis Reumatoide (AR), se ha
observado, que un importante nimero de pacientes no presenta una respuesta
terapéutica adecuada y/o desarrolla reacciones adversas a la terapia administrada. Se
ha descrito que esta variabilidad interindividual de la respuesta y toxicidad puede ser
debida en parte a factores genéticos asociados, especificamente por la presencia de
polimorfismos (SNPs) en los genes que codifican en las enzimas de las vias de
metabolizacion de estos farmacos y/o en sus respectivas dianas terapéuticas.

La realizacién de un estudio de Seguimiento Farmacoterapéutico (SFT) en pacientes
con AR, complementado con un estudio de asociacion entre los polimorfismos
genéticos, la efectividad y seguridad de los agentes terapéuticos utilizados por ellos,
servira como una herramienta de apoyo para predecir la respuesta individual a los
medicamentos, y de esta forma, poder asegurar una terapia mas segura y efectiva.

OBIJETIVOS

Analizar el efecto de la Intervencién Farmacéutica para detectar los Problemas
Relacionados con la Medicacién, prevenir y resolver los Resultados Negativos a la
Medicacion de pacientes con Artritis Reumatoide en tratamiento con terapia bioldgica.

Evaluar la influencia de los polimorfismos en los genes involucrados en la respuesta
y/o toxicidad de la terapia de los pacientes con Artritis Reumatoide, sometidos a un
Seguimiento Farmacoterapéutico.

MATERIALES Y METODOS

Se realizd un estudio cuasi-experimental prospectivo con disefio pre-post test en
pacientes diagnosticados de AR en tratamiento con farmacos antagonistas del TNF-a
(adalimumab y etanercept) y FArmacos Modificadores de la Enfermedad (FAME). Se les
realizd un SFT por un periodo minimo de 24 meses, utilizando el Método Dader.

Para el estudio farmacogenético se realizd un estudio prospectivo observacional
descriptivo. De acuerdo al tratamiento recibido por los pacientes, se analizaron los
siguientes polimorfismos: TNF-a G308A (rs1800629); TNF-a C857T (rs1799724), I1L-10
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G1082A (rs1800896); TNFR1B T587G (rs1061622); MTHFR C677T (rs1801133) vy
A1298G (rs1801131); RFC-1 G80A (rs1051266) y ABCB1 C3435T (rs1045642).

Ademas se realizd un estudio de asociacion entre la presencia de los diferentes SNPs y
la presencia y/o ausencia de efectividad y/o toxicidad.

RESULTADOS

Se incluyd un total de 67 pacientes, los cuales presentaron un total de 123 RNM, con
un promedio de 1.9 + 0.958 por cada paciente. Siendo las RNM de seguridad las que se
desarrollaron con mayor frecuencia, con un 56.7% seguidas por las de efectividad con
un 41.8%.

Los pacientes con AR presentaron frecuencias genotipicas similares a los grupos
control y los de HapMap, para los polimorfismos: TNF G308A, TNF C857T, IL-10
G1082A, TNFR1B T587G, MTHFR A1298C, RFC-1 G80A y ABCB1 C3435T. Sin embargo,
para el SNP MTHFR C677T los pacientes con AR mostraron una significante variabilidad
en la frecuencia del alelo T y el genotipo TT (p=0.049).

No se encontrd ninguna asociacion entre los polimorfismos TNF G308A, TNF C857T, IL-
10, G1082A y TNFR1B T587G y la respuesta a adalimumab y/o etanercept.

Sin embargo, para el caso de los pacientes que recibieron MTX, se encontré una
asociacion entre la presencia del alelo T (p=0.006) y el genotipo TT (p=0.005) en el SNP
MTHFR C677T vy la toxicidad al tratamiento con el farmaco. Del mismo modo se
encontrdé una asociacion entre la presencia del alelo C (p=0.046) y el genotipo CC
(p=0.012) en el SNP ABCB1 C3435T y la toxicidad al tratamiento con MTX.

CONCLUSION

La identificacion de los polimorfismos del MTHFR C677T y ABCB1 (3435,
complementado con un SFT, podria ser de utilidad en la clinica de los pacientes con AR
gue reciban MTX.
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. INTRODUCCION

I.1. ARTRITIS REUMATOIDE.

La Artritis Reumatoide (AR; CIE-10 Clasificacion de las Enfermedades: M05), es una
enfermedad crdénica, sistémica, inflamatoria, de etiologia desconocida, y con
caracteristicas autoinmunes, que afecta a un 0.5-1% de la poblacion mundial [1]. La
caracteristica distintiva de esta enfermedad es la persistente inflamacidn poliarticular
simétrica del tejido sinovial (sinovitis), la cual produce: dolor, hinchazén y rigidez,
principalmente de las articulaciones de las manos y pies; aunque casi todas las
articulaciones diartrodiales del cuerpo pueden verse afectadas [2]. Por otra parte, se
ha observado que la mayoria de los pacientes que padecen esta enfermedad, con el
tiempo, pueden llegar a experimentar deterioro del cartilago y del hueso, lo que podria
producir diferentes grados de discapacidad, disminucién de las expectativas de vida y
un incremento en las tasas de mortalidad [3]. En efecto, diversos estudios
observacionales han demostrado que las tasas de mortalidad en pacientes con AR son

mas elevadas, en comparacién con la poblacién general [4].
1.2. EPIDEMIOLOGIA DE LA AR.

La AR es una enfermedad crénica de distribucion universal, encontrandose presente en
todas las poblaciones que han sido estudiadas, con la posible excepciéon de la
poblacidén rural africana [5]. En los dltimos afios, se han realizado una serie de estudios
poblacionales que han medido la prevalencia de la AR, y estos han mostrando una
variacion considerable de la aparicidn de la enfermedad. La mayoria de estos estudios
han sido llevados a cabo en paises del Norte de Europa y de Norteamérica, y han
estimado una prevalencia de un 0.5-1.1% [6]. Sin embargo, otros estudios
epidemioldgicos realizados en paises, especificamente del sur de Europa, han
reportado una menor prevalencia con valores 0.3-0.7% [7-8]. Es importante destacar,
que las tasas de prevalencia mas bajas se han reportado en algunas areas de Africa y
Asia; y las mds altas en algunas poblaciones nativas Americanas [6]. Cuando

analizamos la situacién en Espafia, encontramos que la prevalencia de la AR no se ha
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documentado completamente, y sélo se han llevado a cabo unos pocos estudios
epidemioldgicos acerca de las enfermedades reumaticas en general. Ante la necesidad
de obtener un marcador fiable, en el afio 2000 se disend el estudio EPISER, el cual
estimé una prevalencia de un 0.5% (con un intervalo de confianza (IC) del 95%; 0.4-1.1)
para la poblacién Espainola mayor de 20 afios [9].

Aunque esta enfermedad puede desarrollarse a cualquier edad, se ha documentado
que se presenta mayoritariamente en personas entre 40 y 70 afos, y es
aproximadamente 2.5-3.5 veces mas frecuente en mujeres que en hombres [10]. De
hecho el estudio EPISER, estimd que la prevalencia de AR en Espaiia era de un 0.8% en
mujeres, y de un 0.2% en hombres [9]. Por otra parte, este estudio reportd que la
enfermedad se ha detectado mads frecuentemente en dmbitos urbanos que en rurales,
estimandose una prevalencia de un 0.6% en las dreas urbanas, y de de un 0.2% en las

areas rurales [9].

1.3 ETIOLOGIA.

Aungue la etiologia de la AR sigue siendo desconocida, varios estudios han sugerido
que podria estar influenciada por factores genéticos y ambientales [11]. A
continuaciéon se analizara la influencia de estos factores en la etiologia de la

enfermedad.

1.3.1 Factores Genéticos

Los factores genéticos cumplirian un papel importante en la enfermedad, siendo
responsables del 50-60% del riesgo de desarrollo de la AR [12]. Diversos estudios han
documentado que el factor de riesgo genético mds importante para la susceptibilidad y
gravedad de las manifestaciones de la AR, es la presencia de un gen que se expresa en
el locus del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH) [13]. En los seres humanos,
los genes del CMH codifican en proteinas conocidas como Antigenos de Leucocitos

Humanos (HLA). Estas moléculas de HLA pueden ser divididas en dos grupos, los de
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Clase l y Il, sobre la base de la estructura de las proteinas de la superficie celular que se
especifique. Existen tres tipos de antigenos de Clase Il y se denominan HLA-DR, HLA-DP
y HLA-DQ. En el caso de la AR, se ha observado que aproximadamente el 70% de los
pacientes caucasicos que padecen la enfermedad, han expresado el HLA-DR4 (HLA-
DRB1*04). En efecto, diversos estudios han mostrado que los pacientes que presentan
el antigeno HLA-DR4 tendrian 3,5 veces mayor probabilidad de desarrollar AR, que
aquellos pacientes que presentan otros antigenos [14]. Actualmente, mediante el uso
de técnicas de biologia molecular, como la Reaccidn de Polimerasa en Cadena (PCR), se
han identificado alelos especificos asociados a la AR. Estos alelos contienen una
secuencia particular en el gen HLA-DRB1 que codifica un aminoacido especifico
denominado epitopo compartido [15]. Por esta razodn, se ha planteado la hipdtesis que
predice que estas moléculas de DRB1 se unirian al mismo péptido y desencadenarian
una respuesta autoinmune que produciria la AR [16]. Ademas de los alelos HLA-DRB1
qgue contribuyen a la susceptibilidad de la AR, existirian otros alelos HLA-DRB1 que
conferirian proteccién contra la enfermedad. Sin embargo, se ha descrito que estos
alelos se presentarian con mayor frecuencia en individuos sanos, que en pacientes con
AR. Por otra parte, se ha postulado que la proteccién contra la enfermedad puede ser
debida a la presencia de la secuencia aminoacidica DERAA en la posiciéon 70-74 del
alelo HLA-DRB1. Del mismo modo, se ha sugerido que esta proteccién puede ser

conferida por la isoleucina de las posiciones 67 a la74 [17].

1.3.2 Factores Ambientales

Cuando se ha analizado la relacién entre los factores ambientales y la AR, se ha
encontrado que éstos, también podrian tener una asociacién con la induccién vy la
progresion de la enfermedad.

En efecto, se ha determinado que el factor ambiental mas relacionado con la AR es el
consumo de cigarrillos, el cual podria influir en el riesgo de desarrollo y en el curso de

la enfermedad [18]. En algunos estudios epidemiolégicos, se ha observado que esta
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asociacion es dosis dependiente, es decir, el riesgo de desarrollar AR aumentaria a
medida que aumenta el numero de cigarrillos consumidos [19].

Ademads, se han identificado otros posibles factores ambientales relacionados con el
desarrollo de la AR, como podrian ser la exposicidn de las personas al polvo de la silice
y/o aceites minerales [20], existiendo incluso un caso documentado, en el cual se ha
descrito la aparicién de una forma severa de AR (sindrome de Caplan) en trabajadores
del carbon [21-22].

Por otra parte, se ha planteado la existencia de factores de riesgo ambientales, que
podrian tener efectos protectores sobre la aparicién de la AR.

Uno de estos factores estaria relacionado con la utilizacién de terapias de reemplazo
hormonal posmenopausica [23]. Esto podria deberse, a que los estrégenos parecen
tener un efecto estimulante sobre el sistema inmunoldgico. Del mismo modo, se ha
estudiado el posible efecto de los anticonceptivos orales sobre la enfermedad,
encontrandose que en algunos estudios, se ha observado que estos medicamentos
pareciesen tener un efecto modulador, protegiendo principalmente contra la
progresién de la enfermedad [24].

También se ha estudiado los posibles efectos de la dieta mediterranea como factor
protector en la apariciéon de la AR. En efecto, diversos estudios epidemioldgicos han
sugerido el potencial efecto protector del consumo a largo plazo de pescados, aceite
de oliva y verduras cocidas. Generalmente se ha atribuido este efecto a la presencia de
los acidos grasos poli insaturados de cadena larga Omega-3, que actuarian contra las
enfermedades poli inflamatorias [25].

Como podemos observar, se puede considerar a la AR como una enfermedad compleja
y multifactorial, en la cual todos los factores anteriormente expuestos, puede actuar

en conjunto para generar los diversos eventos patoldgicos.

1.4. FISIOPATOLOGIA.

En la actualidad, la AR es considerada un sindrome clinico que abarca una serie de

subconjuntos de enfermedades [26]. Cada uno de estos subconjuntos estarian
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relacionados con diversas cascadas inflamatorias, las cuales conducirian hacia una via
final comun, en la que se generaria una inflamacién sinovial persistente, dafios al
cartilago articular y al hueso subyacente [27]. En general, los procesos inflamatorios
suelen estar estrictamente regulados, participando tanto los mediadores que inician y
mantienen la inflamacion, como aquellos que finalizan el proceso. Sin embargo, en los
estados de inflamacion cronica (como en el caso de la AR), se produciria un
desequilibrio entre estos mediadores, que desencadenaria en la produccidn del dafio
celular, el cual se manifiesta patolégicamente en la destruccién del cartilago y del
hueso.

Una de las caracteristicas distintivas de la AR, es la inflamacidn crdnica del tejido
sinovial de la capsula articular, la cual conllevaria a la proliferacidon de este tipo de
tejido. En efecto, la membrana sinovial de los pacientes que padecen la enfermedad se
caracteriza por presentar una hiperplasia, incremento en la vascularizacién, y un
infiltrado de células inflamatorias, principalmente linfocitos T CD4+, que son los
principales responsables de la respuesta inmune mediada por células. Estos procesos
estarian involucrados en la formacién de un tejido de granulacion denominado
pannus, el cual tendria como funcidn principal, invadir inicialmente el cartilago y
posteriormente la superficie ésea, produciendo erosiones, lo que resulta finalmente en
la destruccion de la articulacion (Figura 1). La interfaz entre el pannus y el cartilago
estaria ocupada principalmente por macréfagos activados y fibroblastos sinoviales que
producirian enzimas proteoliticas, especificamente metaloproteinasas de la matriz y
catepsinas, que ayudarian a la invasién del tejido [28].

Por otra parte, el desarrollo de la AR también estaria relacionado con antigenos de
Clase Il del CMH. La principal funcién que tendrian este tipo de moléculas, seria la de
presentar péptidos antigénicos a los linfocitos T CD4+, lo que sugeriria que la AR podria
ser causada por un antigeno artritogénico. Se cree que este antigeno podria ser
exégeno como una proteina viral, o una proteina enddégena. Actualmente se han
identificado una serie de posibles antigenos enddgenos, los cuales incluyen proteinas
citrulinadas, glicoproteina del cartilago humano 39 (también llamado YKL-40) y

proteinas de unidn de cadena pesada, que podrian estar relacionados con el desarrollo
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de la AR. Los linfocitos T CD4+, activados por estos antigenos, tendrian la capacidad de

estimular a los monocitos, macréfagos y fibroblastos sinoviales a producir diversas

citoquinas, entre ellas Interleuquina 1 (IL-1) y 6 (IL-6),y Factor de Necrosis Tumoral a

(TNF-a), las cuales serian las principales responsables de la inflamacion en los

pacientes con AR [29].

Normal Knee Joint

Capsule

Synovial
membrane \

/ Famur

y

AT

Synowvial -
mambrana (:: i

Capsule \

Tibia

Tibia

Capillary
formation

Hypearplastic
synovial
membrana

Sy NOViory tes

Established Rheumatoid Arthritis

N
Meutrophils

w0

Extensive
BNGIOgEnesis Ernded
bona

Pannus

Figura 1. Patogenésis de la AR, donde se observa la formacién del pannus (tejido
granulomatoso) a medida que progresa la enfermedad, y sus consecuencias en la articulacién

[28]
Ademas, los linfocitos T CD4+ activados podrian expresar ligandos de
osteoprotegerinas, los cuales serian los responsables de estimular la
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osteoclastogénesis (Figura 2). Del mismo modo, tanto los macrdéfagos, los linfocitos, los
fibroblastos, como sus productos podrian estimular la angiogénesis, lo que podria
explicar el aumento en la vascularidad encontrado en los tejidos sinoviales de los
pacientes afectados por esta patologia. [28].

Por otra parte, los linfocitos T CD4+ activados, estimularian a los linfocitos B a través
del contacto con células de superficie y la unién a integrinas, que darian como
resultado la produccién de inmunoglobulinas, entre ellas el Factor Reumatoide (FR).
Aunque el preciso papel patogénico del FR aln permanece desconocido, se supone
gue podria estar involucrado en la activacion del sistema del complemento a través de

la formacién de complejos inmunes [30].

1.4.1 Papel de las Vias de Citoquinas en la Patogénesis de la AR.

En diversos estudios, se ha descrito que varias de las citoquinas proinflamatorias,
incluidas el TNF-a y la IL-1, pueden ser detectadas en los fluidos sinoviales de los
pacientes con AR [31-32]. Por esta razén, se ha postulado que estas dos citoquinas
cumplirian un papel importante en la patogénesis de la AR.

Tanto TNF-a, como IL-1 estarian involucradas en los mecanismos patogénicos de la
enfermedad, participando a través de la estimulacion de células mesenquimales
(fibroblastos sinoviales, osteoclastos y condrocitos), en la liberacién de las
metaloproteinasas de la matriz que son las encargadas de la destruccion de los tejidos
subyacentes (Figura 2). Ademads, podrian inhibir a los fibroblastos sinoviales,
impidiendo la produccién de los inhibidores tisulares de las metaloproteinasas. Esta
accién dual, podria ser la responsable del deterioro de las articulaciones [33].

Por otra parte, se ha descrito que la sobreproduccién o sobre expresién del TNF-a,
podria ser clave en la cascada de los procesos inflamatorios, ya que esta citoquina
podria ejercer potentes y variados efectos, a través de la estimulacién de una gran
variedad de células. Dentro de las caracteristicas del TNF-a podemos destacar que es
un estimulador autocrino, y que ademds, es un potente inductor paracrino de otras

citoquinas inflamatorias, incluyendo IL-1, IL-6, IL-8 y el Factor Estimulante de Colonias
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de Granulocitos y Monocitos (GM-SCF) [28]. Ademas, se ha observado que el TNF-a
podria tener un efecto promotor de la inflamacién, mediante la estimulaciéon de los
fibroblastos, para expresar moléculas de adhesion, como la molécula de adhesién
intercelular 1 (ICAM-1). Esta molécula podria interactuar con su respectivo ligando en
la superficie de los leucocitos, promoviendo la migracion de células inflamatorias hacia

la articulacion [34].

Rheumatoid factor
and other autoantibodies
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other effector maleculas

Migration of polymorphonuclear cells

Erosion of bone and cartilage

Figura 2. Principales tipos de células y vias de sefalizacion de citoquinas que participan en la
destruccion de las articulaciones mediadas por TNF. Th2: linfocito T auxiliar de tipo 2; ThO:
precursor de los linfocitos T auxiliares de tipo 1y 2; OPGL: ligando de osteoprotegerina. [28]

El TNF-a ejerceria sus efectos a través de la unién a dos receptores de la superficie
celular: el receptor de TNF tipo 1 (p55) y el de tipo 2 (p75), que se encuentran en las
células inmunitarias, inflamatorias y endoteliales, siendo el receptor tipo | el principal
mediador de la sefializacién del TNF a las células. Ambos receptores de TNF-a existen
también en sus formas solubles, probablemente derivados de la escisién proteolitica

de las formas de la superficie celular. Estos receptores solubles pueden competir con
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los receptores de la superficie celular, y por lo tanto bloquear su biodisponibilidad y
actividad, actuando como atenuadores fisioldgicos de la actividad del TNF. Dada su
importancia en la patogénesis de la AR, actualmente, la inhibicién de sus efectos es
uno de los principales objetivos terapéuticos para controlar la progresiéon de la
enfermedad [35].

Al igual como sucede con el TNF-a, se ha descrito que la IL-1 también tendria un papel
importante en la formacién del pannus y en el deterioro de la articulacion [36]. Los
mecanismos fisiopatoldégicos mediante los cuales genera sus efectos nocivos, son
similares a los encontrados para TNF-a. IL-1 también puede contribuir a los procesos
inflamatorios mediante la induccién de la expresidn de moléculas de adhesién celular,
otras citoquinas, quimioquinas, factores angiogénicos y pequefios mediadores
inflamatorios, como éxido nitrico y Prostaglandina E2 (PGE2). La sobreregulacién de la
produccién de prostaglandinas y otros mediadores proinflamatorios mediados por la
IL-1, podria contribuir en la produccién del dolor, hinchazén y aumento de la
sensibilidad de la articulacidon inflamada [37]. En cuanto a la erosién dsea, la IL-1
causaria un aumento en la expresién del Ligando del Receptor Activador para el Factor
Nuclear k B (RANKL), que a su vez, estimularia la diferenciacién y activacién de los
osteoclastos, produciéndose un aumento en el recambio dseo [38]. Se ha observado,
que la IL-1 podria cumplir un papel mas importante en los procesos destructivos de la
AR, debido a su capacidad de inhibir potentemente el proceso de reparacién tisular. Es
importante destacar, que la IL-1 inhibiria tanto la sintesis de nuevas proteinas de la
matriz en el cartilago (como coldgeno del tipo Il), como la proliferacién de los
condrocitos, los cuales son necesarios para la reparacidn del cartilago. En efecto, se ha
observado que la IL-1 inhibiria la nueva sintesis de glicosaminoglicanos en el cartilago
humano [39].

La IL-1 ejerceria sus efectos mediante la unidn a dos tipos de receptores de la
superficie celular: IL-1R1 e IL-1R2, siendo el primero de ellos, el responsable de la
generacion de las sefiales intracelulares. Al igual como ocurre con el TNF-a, las formas
solubles de ambos receptores compiten con los receptores de la superficie celular,

produciéndose una disminucién en la actividad mediada por células. Ademas, se ha
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encontrado un antagonista natural que se uniria con una alta afinidad al IL-1R1, sin
generar ningun tipo de sefial intracelular, produciendo un mecanismo de inhibicién de

la actividad de la IL-1.

1.5 MANIFESTACIONES CLINICAS DE LA AR.

Los sintomas iniciales de la AR se pueden presentar tipicamente de dos maneras:
mediante una aparicién lenta e insidiosa, o una aparicién repentina y aguda. En la
mayoria de los casos, la enfermedad tiene un comienzo insidioso, apareciendo la
sintomatologia a lo largo de semanas o meses, y suele ir acompanada de sintomas
polindrémicos como anorexia, debilidad o fatiga. Pero, en aproximadamente el 15% de
los pacientes, el inicio de los sintomas se produce de forma aguda, apareciendo de
forma rapida a los dias o semanas. Incluso, se ha reportado que en algunos pacientes,
los sintomas pueden aparecer a los pocos dias de un evento especifico, tales como una

enfermedad infecciosa [40].

1.5.1 Manifestaciones Articulares.

La AR se puede manifestar clinicamente con dolor, tumefacciéon y disminucién de la
movilidad de las articulaciones periféricas. Sin embargo, uno de los primeros sintomas
clinicos que se manifiestan en los pacientes con AR, es la aparicidn de rigidez matutina
de las articulaciones inflamadas, la cual se produciria por acumulacion de exudado,
después de periodos de reposo prolongado. Posteriormente, las articulaciones
aparecen dolorosas, tumefactas, calientes y eritematosas. El dolor puede variar desde
una ligera molestia a la movilizacién, hasta un dolor intenso, que persiste incluso en el
reposo, y el cual empeora con la presidon y el movimiento de la articulacion.

Al analizar especificamente, cuales son las articulaciones que se ven mayormente
afectadas en la AR (Figura 3), encontramos que son aquellas que presentan una mayor
proporcion de la membrana sinovial del -cartilago articular, incluyendo las

articulaciones Metacarpofalangicas (MCF) e Interfaldngicas Proximales (IFP) de las
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manos y mufiecas; los codos, las rodillas, las articulaciones Metatarsofalangicas (MTF)
e IFP de los pies, y la columna cervical. Por otra parte, las articulaciones Interfaldngicas
Distal (IFD) y articulaciones sacroiliacas no suelen verse afectadas en esta enfermedad

[41].
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Figura 3. Principales articulaciones afectadas en los pacientes con AR. Modificado de [42].

1.5.2 Manifestaciones Extra-articulares.

La AR es una enfermedad inflamatoria sistémica, que ademds de afectar a las
articulaciones periféricas, puede afectar otros tejidos u drganos. En un principio, se
pensaba que este tipo de manifestaciones se producian principalmente en pacientes
con una larga evolucidén de la enfermedad, sin embargo, actualmente se ha encontrado
gue las manifestaciones extra-articulares pueden presentarse en las etapas tempranas

de la enfermedad [43]. Por otra parte, se ha observado que el nimero y la severidad
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de las manifestaciones extra-articulares varian tanto con la duracién, como con la
severidad de la enfermedad. Dentro de las manifestaciones extra-articulares mas
frecuentes, podemos encontrar: nddulos reumatoideos, vasculitis, manifestaciones
oculares, manifestaciones pulmonares, manifestaciones cardiacas y manifestaciones
gastrointestinales. A continuacién, se detallard cada una de estas manifestaciones

extra-articulares.

1.5.2.1 N6dulos Reumatoideos

Este tipo de nddulos son patogndmicos para la AR, y pueden ser indicativos de la
severidad de la enfermedad en los pacientes. Se ha observado, que aparecen en
aproximadamente un 25% de los pacientes con AR; y se desarrollarian con mayor
frecuencia en las superficies extensoras de los codos, antebrazo y manos. Ademas,
podrian aparecer en el pulmdn o en el revestimiento pleural de éstos; pero, raramente
en las meninges. Los nddulos reumatoides suelen ser asintomaticos y no requieren de

ninguna intervencion [43].

1.5.2.2 Vasculitis

La vasculitis reumatoide sistémica es una de las complicaciones mas graves de la AR.
En diversos estudios, ha sido asociada con altas tasas de mortalidad prematura y con
una disminucion de las expectativas de vida de los pacientes que la padecen. A pesar
de su severidad, la prevalencia de este tipo de vasculitis es baja, desarrollandose
solamente en el 1% de los pacientes con AR. La vasculitis reumatoide podria originarse,
por una infiltracidn de células inflamatorias en las paredes de los vasos sanguineos, lo
gue produciria una obliteracién de éstos, con la consiguiente produccidn de infartos en
tejidos distales al drea afectada. Por otra parte, la vasculitis podria causar la ruptura de
la piel, especialmente en las extremidades inferiores, produciendo ulceraciones. La
afectaciéon de vasos sanguineos mas importantes podria generar complicaciones

potencialmente mortales. Ya que el desarrollo de infartos en vasos que suministran
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sangre a los nervios, podrian causar déficit motores irreversibles. Del mismo modo, la
implicacion de vasos que irrigan érganos y sistemas podria generar afectaciones

viscerales y sintomas como poliarteritis nodosa [44].

1.5.2.3 Manifestaciones Oculares

La manifestacion ocular mas frecuente de la AR es la Queratoconjuntivitis Seca (QCS) o
Sindrome de Sjogren Secundario. La QCS se produciria por la atrofia de los conductos
lagrimales e inflamacién de la esclerética y de la cornea. Se caracteriza por la presencia
de sequedad de las membranas mucosas, con sintomas que van desde ojos secos,
sensacion de ardor y cuerpos extrafios, secrecion mucosa, hasta el desarrollo de
flebaritis crénica. Otras de las manifestaciones oculares de la AR son la episcleritis y

escleritis, aunque aparecen en menos del 1% de los pacientes [45].

1.5.2.4 Manifestaciones Pulmonares

Este tipo de manifestaciones son frecuentes en los pacientes con AR, existiendo al
menos cinco formas de afectaciones pulmonares asociadas. Entre éstas podemos
destacar: la enfermedad pleural, la fibrosis intersticial, la enfermedad nodular
pulmonar, la bronquiolitis y la arteritis con hipertensidon pulmonar. De todas ellas, la
fibrosis intersticial pulmonar es la manifestaciéon pulmonar mas frecuentes, y afecta
aproximadamente a un tercio de los pacientes con AR. Por otra parte, se ha reportado
gue en contraste con otras enfermedades del tejido conectivo, se presenta mas
frecuentemente en hombres que en mujeres (3:1) y que presentan las siguientes
caracteristicas: fumadores, con inicios tardios de la AR, valores elevados de FR y con
edades comprendidas entre los 50-60 afos [46]. Ademds, se ha asociado a la fibrosis
intersticial pulmonar con una alta morbilidad y mortalidad de la poblaciéon que padece

esta enfermedad [47].
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1.5.2.5 Manifestaciones Cardiacas

Las enfermedades cardiovasculares son una de las manifestaciones extra-articulares
gue producen un mayor aumento en la morbilidad y mortalidad en pacientes con AR.
En efecto, diversos estudios han mostrado que la enfermedad coronaria asociada a la
AR, puede desarrollarse a edades mds tempranas que en la poblacion general, y es una
de las causas mas frecuentes de muerte en este tipo de pacientes [48].

Se ha observado que todas las estructuras cardiacas pueden verse afectadas en el
transcurso de la AR, ya sean valvulas, sistemas de conduccién, el miocardio, el
endocardio, el pericardio y las arterias coronarias, generando una serie de
complicaciones cardiacas, las cuales incluyen una gran variedad de manifestaciones
clinicas tales como pericarditis, fibrosis miocardica, miocarditis, arritmias y
alteraciones en la conduccién, enfermedad valvular, cardiopatia isquémica,
enfermedades coronarios, hipertension pulmonar e insuficiencia cardiaca [49].

En los ultimos afios la relacion AR y enfermedad cardiovascular se ha convertido en un
foco importante de atencién, debido al incremento en el conocimiento de los procesos
inflamatorios relacionados con la aterosclerosis. Actualmente, diversos estudios han
sugerido que ciertas anormalidades de los linfocitos T, los cuales son importantes en la
aparicién de la AR, podrian también cumplir un papel significativo en el desarrollo de
los sindromes coronarios agudos y la inestabilidad de la placa aterosclerética [50].
Ademds, varios investigadores han encontrado que diversas citoquinas, proteina C
reactiva y otros marcadores inflamatorios relacionados con la AR, también se podrian
encontrar de forma elevada tanto antes, como durante el dafio isquémico [51].

Por lo tanto, es fundamental que en estos pacientes se pueda detectar
tempranamente la disfuncién endotelial y/o el deterioro de la microcirculacidn
coronaria, ya que se ha observado, que la AR per se seria un factor de riesgo

cardiovascular, y de esta manera minimizar las complicaciones asociadas a la misma.
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1.5.2.6 Manifestaciones Renales

La principal causa del desarrollo de enfermedad renal en pacientes con AR son las
glomerulonefritis mesangiales, amiloidosis, nefritis tubulointersticial, y especialmente,
la toxicidad asociada a los medicamentos utilizados en el tratamiento de Ia
enfermedad. El prondstico de los pacientes con AR que desarrollan enfermedad renal
es bastante variable, encontrandose casos en los cuales se obtuvo una remision de la
enfermedad al suspender el tratamiento que la estaba generando (proteinuria
asociada al uso de medicamentos), a casos en los cuales el prondstico es desfavorable
(amiloidois secundaria). Por lo tanto, es importante determinar con precisidén la
naturaleza de la lesion renal en este tipo de pacientes, para poder evaluar su evolucion

[52].

1.5.2.7 Sindrome de Felty

El Sindrome de Felty (SF) es un raro trastorno que involucra a la AR, neutropenia y
esplenomegalia, desarrolldndose en menos del 1% de los pacientes que presentan la
enfermedad. Clinicamente se caracteriza por un dafio severo a las articulaciones,
desarrollo de manifestaciones extra-articulares graves, incluyendo una alta frecuencia
de nddulos reumatoideos, linfadenopatia, vasculitis, Ulceras en las piernas, e
hiperpigmentacidon de la piel. La neutropenia se origina por una disminucion de la
granulopoyesis y por un aumento de la destruccién periférica de los granulocitos,
relacionado con anticuerpos anti-neutréfilos. Adema3s, se ha observado un aumento en
las tasas de mortalidad asociadas al desarrollo de infecciones recurrentes.
Aproximadamente el 10-40% de los pacientes presentan una expansion de linfocitos
granulares a la sangre periférica. Estas poblaciones celulares pueden dividirse en:
linfocitos T citotéxicos (CD8+, CD57+) y células Natural Killer (CD3-, CD8-, CD56+). En
efecto, se ha generado la hipdtesis de que estos linfocitos serian los responsables de la

neutropenia, suprimiendo los precursores de neutréfilos en la médula ésea [53].
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1.6 DIAGNOSTICO DE LA AR

El diagndstico de la AR se ha realizado mediante la utilizacion de los criterios
diagndsticos definidos por el American College of Rheumatology (ACR) de 1987 (Tabla
1) [54].

Tabla 1. Criterios revisados de la clasificacidn de la AR segun la ACR 1987.
Modificado de Braun J [54]

Criterios Diagndsticos para Artritis Reumatoide segtin la ACR 1987

1) Rigidez matutina en las articulaciones de al menos 1 hora de duracién.

2) Inflamacién de los tejidos blandos (artritis) de 3 o mads areas articulares,
observadas por un médico.

3) Inflamacion (artritis) de las articulaciones interfalangicas proximales, las
metacarpofaldngicas o la muieca.

4) Inflamacién simétrica.

5) Nodulos reumatoides.

6) Presencia de factor reumatoide.

7) Erosiones radiograficas y/u osteopenia periarticular en la mano y/o las
articulaciones de la mufieca.

Para poder obtener un diagnéstico de la AR se requiere la presencia de al menos 4 de
estos criterios. Por otra parte, es necesario que los criterios del 1 al 4 hayan estado
presentes durante al menos 6 semanas, antes de realizar el diagndstico [55].

Estos criterios revisados para la clasificacion de la AR se han formulado a partir de un
anadlisis computarizado de 262 pacientes, en donde consecutivamente se estudiaron
pacientes con AR y 262 sujetos control con otras enfermedades reumaticas diferentes
a la AR. Los criterios han demostrado un 91-94% de sensibilidad y un 89% de
especificidad para la AR en comparacién con los sujetos control. Sin embargo, en el
caso de la AR de fase temprana, la sensibilidad y la especificidad han mostrado una
disminucion [54]. Por esta razén, se ha planteado que en la practica clinica es muy
dificil realizar un diagnédstico definitivo en pacientes en las fases iniciales de la

enfermedad utilizando estos criterios.
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1.6.1 Diagnéstico Diferencial

Debido a que otras enfermedades y trastornos pueden presentar una sintomatologia

similar a la AR, se debe diferenciar su diagndstico de ellas. En la Tabla 2 se detallan las

enfermedades relacionadas.

Tabla 2. Diagndstico diferencial de la AR en el cual se contrastan las diferencias entre
las enfermedades. Modificado de Rindfleisch JA [40]

Diagnéstico
Enfermedades del
tejido conectivo
Fibromialgia

Hemocromatosis

Endocarditis infecciosa

Gota poliarticular

Polimialgia reumatica

Sarcoidosis

Espondiloartropatias
seronegativas

Artritis reactiva

Enfermedad de Still

Enfermedad tiroidea

Artritis viral

Comentarios

Como la Esclerodermay el Lupus

Evaluar los puntos de activacién

Realizar estudios del hierro y cambios en la
coloracién de la piel pueden orientar el diagnostico

Descartar soplos, fiebre alta y la historia de
consumo de drogas por via intravenosa

Las articulaciones se presentan a menudo
eritematosas, Se puede encontrar podagra (ataque
repentino de gota)

La AR, a diferencia de la Polimialgia reumatica, rara
vez se presenta con dolor sélo en la parte proximal
de las articulaciones de las extremidades

Probables granulomas, como la hipercalcemia vy
hallazgos en radiografias de torax

Tienden a ser mas asimétricas que la AR. Afectan
mas comunmente a las articulaciones de la columna
vertebral. Evaluar  historia de psoriasis,
enfermedades concomitantes de Reiter vy
enfermedad inflamatoria del intestino

La Artritis reactiva puede ser post-infeccién,
adquirida por via sexual o relacionada a trastornos
gastrointestinales

Tiende a presentarse con fiebre, leucocitosis con
desviacién  izquierda, dolor de garganta,
esplenomegalia, disfuncién del higado y/o erupcion
cutdnea

Considerar la estimulacién de la tiroides y los
niveles de hormonas en funciéon de los sintomas

Considerar Parvovirus y Hepatitis B
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1.6.2 Pruebas Diagndsticas

Actualmente, no existe ninguna prueba diagndstica simple, que confirme de forma
definitiva el diagndstico de la AR. Sin embargo, diversas pruebas pueden proporcionar
datos objetivos que permitan aumentar la seguridad del diagndstico, y seguir el
progreso de la enfermedad.

Se ha reportado, que los pacientes con AR pueden presentar diversas alteraciones a
nivel de las proteinas séricas, y en efecto, se ha observado que mas del 70% de los
pacientes pueden presentar en el suero anticuerpos contra el fragmento Fc de la
Inmunoglobulina G (IgG) y Factor Reumatoideo (FR). Este ultimo, a pesar de no ser un
marcador especifico de la enfermedad, es un importante predictor del resultado de Ia
AR, aunque su valor depende de la etapa o estadio en el cual se encuentre el paciente.
La presencia de FR seropositivo en etapas tempranas de la enfermedad, esta
relacionado con una enfermedad activa y el desarrollo de lesiones dseas. Sin embargo,
en etapas mds avanzadas, se ha observado que el FR es menos predictivo [56].

Otro de los marcadores utilizados en el diagnéstico de la AR son el Factor
Antiperinuclear (FAP) vy el Anticuerpo Antikeratina (AKA). Estos presentan
especificidades para la AR similares al FR, y se han relacionado con la actividad y
gravedad de la enfermedad. Por otra parte, se ha observado que pueden estar
presentes, incluso antes de la aparicion de la enfermedad. Sin embargo, las pruebas
utilizadas para determinar su presencia son dificiles de realizar, y no se encuentran
disponibles de forma rutinaria [57].

Uno de los marcadores que podria ser mas predictivo de la evoluciéon de Ia
enfermedad, son los Anticuerpos Anti Péptido Ciclico Citrulinados (Anti-CCP) [58]. La
deteccion de este marcador en la etapa temprana de la AR, podria ayudar a predecir el
dafo articular radiografico de los pacientes. Ademas, la deteccidn de anticuerpos Anti-
CCP, antes del inicio de la enfermedad, y una alta concentracién de ellos en el liquido
sinovial, sugieren un posible papel patogénico de la citrulinacién. La alta especificidad

de estos anticuerpos, su capacidad para poder identificar a los pacientes con AR en
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etapa temprana, y distinguirla de otros tipos, lo convierte en un marcador serélogico

clave para la enfermedad [59].

En la Tabla 3 se resumen los principales hallazgos de laboratorio e imagen asociados

con la AR.

Tabla 3. Hallazgos de laboratorio y de imagen asociados con AR.
Modificado de Rindfleisch JA [40]

Prueba de laboratorio

Hallazgos asociados

Proteina C Reactiva*®
Velocidad de sedimentacion

Globular (VSG)*
Hemoglobina/hematocrito*

Funcién hepatica*

Plaquetas*

Hallazgos radioldgicos
de las articulaciones afectadas*

Factor Reumatoideo (FR)*

Recuento de glébulos blancos*

Anticuerpos Anti Péptido
Ciclico Citrulinado (Anti-CCP)

Anticuerpo antinuclear

Niveles de complemento

Inmunoglobulinas

Normalmente el aumento de > de 0,7 pg/mL,
puede ser usado para monitorear la enfermedad
A menudo el aumento de > 30 mm/hora puede
ser usado para monitorear la enfermedad

Leve disminucién en niveles de hemoglobina en
torno a los 10 g/dL

Normal o leve elevacion de |la fosfatasa alcalina

Usualmente incrementadas

Puede ser normal, o mostrar osteopenia o
erosiones cerca de los espacios comunes en la
enfermedad temprana, las radiografias de la
mufieca y el tobillo son utiles

Negativo en un 30% de los pacientes al inicio de
la enfermedad, si es negativo al inicio se puede
repetir a los 6 y 12 meses después de la
aparicion de la enfermedad. Puede ser positivo
en numerosos procesos (Lupus, Esclerodermia,
Sindrome de Sjogren, etc). No es una medida
exacta de la progresion de la enfermedad

Pueden estar incrementados

Tiende a correlacionarse bien con la progresion
de la enfermedad, su sensibilidad aumenta
cuando se utiliza en combinacion con el FR

Tiene un valor limitado para la deteccién de
Artritis reumatoide

Normal o elevado

Posible elevacién de las globulinas alfa-1y alfa-2

*Recomendado para la evaluacion inicial de Artritis reumatoide
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Ademas de las pruebas de laboratorio mencionadas anteriormente, es recomendable
gue a los pacientes que presenten AR se les realice una evaluacion del liquido
articular, ya que, la artrocentesis es de gran utilidad para poder diferenciar los
diferentes tipos de artropatias existentes, sobre todo en el caso de que el diagndstico

sea incierto [60].

1.7 INDICES PARA EVALUAR LA ACTIVIDAD DE LA ENFERMEDAD EN LA AR

La medicidn de la actividad de la enfermedad en la AR, es un proceso complejo que
involucra una serie de parametros, entre los cuales se incluyen el NUumero de
Articulaciones Dolorosas (NAD), Numero de Articulaciones Inflamadas (NAI), dolor,
funcionalidad, inflamacién, y una evaluacién general tanto para el paciente, como
para el clinico. Ademas, estos parametros nos permitirdn evaluar y comparar los
posibles tratamientos a utilizar en los pacientes que desarrollen la enfermedad.
Histéricamente, los ensayos clinicos realizados en pacientes con AR han evaluado e
informado un ndmero variable de estos pardmetros, lo que ha hecho muy dificil el
evaluar y comparar los tratamientos utilizados. Sin embargo, en la actualidad se ha
decidido la utilizacién de indices compuestos como los propuestos por la ACR, que
incluyen un conjunto basico de medidas de actividad de la enfermedad (ACR20,
ACR50 y ACR70) o el Disease Activity Score (DAS), en la evaluacion de la eficacia
terapéutica de farmacos en ensayos clinicos en pacientes con AR [61].
La Sociedad Espafiola de Reumatologia (SER) ha recomendado, tras el consenso
aprobado en 1992 por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la European League
Against Rheumatism (EULAR) y la ACR; que el conjunto minimo de parametros que se
deben medir en todos los pacientes para evaluar la actividad de la enfermedad vy asi
poder determinar sobre bases objetivas si se ha conseguido el objetivo terapéutico,
sean [62-63]:
a) NAD y NAI Se recomienda realizar el recuento por separado del
numero tanto de las dolorosas, como de las inflamadas, basados en un

minimo de 28 articulaciones.
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b)

d)

g)

Dolor evaluado por el paciente. Se recomienda medir el dolor evaluado
por el enfermo utilizando la Escala Visual Analoga (EVA). Las mediciones
se acompafaran con descriptores numéricos del 0 al 10, y en los
extremos se indicara ningun dolor (0) y maximo dolor (10).

Evaluacion global de la enfermedad efectuada de forma
independiente por el paciente y el clinico. Se recomienda la utilizacion
del mismo tipo de EVA anterior, aunque en el caso de los extremos se
indicara muy bien (0) y muy mal (10).

Reactantes de Fase Aguda. Se recomienda incluir VSG y Proteina C
Reactiva.

Evaluacién de la capacidad funcional. Se recomienda evaluar la funcién
fisica autopercibida mediante cuestionarios validados. El Health
Assessment Questionnaire (HAQ) de 20 items parece el mas adecuado
para su utilizacidn en clinica.

Evaluacién del dafo estructural. Se recomienda la realizacidon de una
radiografia de manos y pies asi como de cualquier otra articulaciéon
especialmente afectada, con una frecuencia anual, durante los primeros
3 6 4 afios de evolucion de la enfermedad.

Valoracion de la calidad de vida relacionada con la salud. De realizarse,

su evaluacion sera a través de cuestionarios validados.

La recogida sistematica de estos parametros, permitirad el calculo de diferentes indices

combinados, que han sido validados para realizar una estimacién objetiva de la

actividad de la enfermedad, entre ellos encontramos el anteriormente senalado DAS,

el DAS28 (basado en la evaluacién conjunta de 28 articulaciones), el SDAI (indice

Simplificado de la Actividad de la Enfermedad) y el CDAI (indice Completo de la

Actividad de la Enfermedad). Los dos primeros se basan en 4 de las 6 variables

mencionadas previamente.
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Actualmente, el indice mds cominmente utilizado para medir la actividad de la AR es
el DAS28. Para su calculo se utilizan las siguientes férmulas, dependiendo de, si se

utilizan 3 6 4 parametros [64-65]:

DAS28 (3) = [0.56 VNAD28 + 0.28 VNAI28 + 0.70 In (VSG)] 1.08 +0.16.

DAS28 (4) = 0.56 VNAD28 + 0.28 VNAI28 + 0.70 In (VSG) + 0.014 (EVA).

El DAS28 se puntua de 0 a 11, donde el 0 significa ausencia de actividad y el 11 maxima
actividad de la enfermedad.

Por otra parte, la EULAR ha propuesto algunos criterios de respuesta [66] basados en
las modificaciones en el DAS28, asi como en el grado de mejoria y situacién actual del
paciente. Para esto, la EULAR ha propuesto un indice de mejoria de la enfermedad
clasificdndola en tres situaciones posibles: ninguna, moderada y buena. Este indice
compuesto puede ser obtenido al medir la diferencia entre el valor del DAS28 al inicio

y al final del tratamiento, y el valor absoluto de la puntuacién final del DAS28 (Tabla 4).

Tabla 4. Criterios de mejoria de la EULAR basados en los valores del DAS28.
Modificado de Bernal Rivera L [65]

Cambio del DAS28 respecto al valor basal

Valor final del DAS28

>1,2 >0,6<1,2 <0,6
DAS28 < 3,2 Buena Moderada Ninguna
DAS28 >3,2y<5,1 Moderada Moderada Ninguna
DAS28 >5,1 Moderada Ninguna Ninguna

Es importante conocer estos criterios, ya que mediante la utilizacion de estos se basara

el tratamiento farmacolégico a elegir en los pacientes con AR.



. INTRODUCCION

1.8 TRATAMIENTO DE LA AR

El control de los pacientes con AR estd dirigido a preservar la integridad de las
articulaciones y la funcionalidad, asi como la prevencidn de las manifestaciones extra-
articulares. Debido a que la destruccion de las articulaciones comienza a las pocas
semanas de la aparicién de los sintomas, el inicio del tratamiento debe ser lo mas
temprano posible, ya que de esta manera se podria evitar la progresién de la
enfermedad [67]. En los ultimos afios, el tratamiento de la AR ha evolucionado desde
lo empirico a las terapias dirigidas, basadas en la experimentacién preclinica. Por esta
razén, la seleccién de un agente terapéutico o una combinacién de agentes a utilizar
en un paciente en particular, estd guiada principalmente por la gravedad de la
enfermedad, las caracteristicas propias del paciente y el coste del tratamiento. Los
objetivos del tratamiento, estan orientados a la resolucién de los sintomas y signos, la
restauraciéon de la funcién fisica, y la prevencidon del desarrollo de dafio en las
articulaciones, o si éste ya existe, la disminucién o detencién de la progresién de la
enfermedad. Sin embargo, a pesar de la disponibilidad actual de un gran numero de
medicamentos para poder tratarla, es posible que no pueda lograrse una remision
completa de la enfermedad [68].

En la actualidad, existen disponibles diferentes tipos de tratamientos, que van desde la

terapia no farmacolégica, a tratamientos con agentes biolégicos.

1.8.1 Terapia no Farmacoldgica

Dentro de los tratamientos no farmacolégicos que pueden ser utilizados en los
pacientes con AR, podemos destacar la terapia ocupacional, las terapias fisicas, el uso
de dispositivos de asistencia, la reduccion del peso de los pacientes, el descanso y en
algunos casos la cirugia. Se ha observado, que el descanso seria uno de los
componentes esenciales dentro de las terapias no farmacolégicas, ya que podria
ayudar a aliviar el estrés y el dolor de las articulaciones inflamadas, evitando dafios

mayores en ellas. Sin embargo, la realizacidon de periodos prolongados de descanso,
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con la consiguiente inmovilidad de las articulaciones, podria conducir a una
disminuciéon de la amplitud de movimiento, y en Ultima instancia a una atrofia
muscular y contracturas. En este sentido, la terapia fisica y ocupacional, podria ayudar
a los pacientes a aumentar o mantener la movilidad de dichas articulaciones, a través
de ejercicios y el desarrollo de habilidades.

Por otra parte, la pérdida de peso podria ayudar en la disminucion del estrés de las
articulaciones inflamadas, pero se debe tener en consideracién que esta reduccién
deber supervisada por los profesionales competentes.

Por ultimo, la tenosinovectomia (extirpacion de la membrana que rodea las vainas
tendinosas), la reparacion del tendén y reemplazos articulares (prétesis) son algunas
de las opciones quirdrgicas para los pacientes con AR, pero son generalmente

reservadas para pacientes en etapas mas graves de la enfermedad [42].

1.8.2 Terapia Farmacoldgica

Las lineas de tratamiento farmacolégicas relativas a la AR han sido publicadas por el
Colegio Americano de Reumatologia (ACR). Actualmente, existen un gran numero de
medicamentos que pueden ser utilizados en el tratamiento de la enfermedad, y éstos
pueden ser divididos en tres grupos: antiinflamatorios no esteroidales (AINEs),
corticosteroides y FArmacos Antirreumaticos Modificadores de la Enfermedad (FAME),

pudiendo ser estos ultimos sintéticos o biolégicos [55].

1.8.2.1 Antiinflamatorios No Esteroidales (AINEs)

Este grupo de farmacos son especialmente Utiles durante las primeras semanas de
tratamiento, ya que podrian proporcionar un alivio parcial del dolor y de la rigidez [69].
Son utilizados debido a sus propiedades analgésicas y antiinflamatorias, que vienen
dadas de su mecanismo de accién. Principalmente actldan inhibiendo la sintesis de
prostaglandinas, a través de la inhibicién competitiva y reversible de las enzimas Ciclo-

Oxigenasas (COX-1y COX-2), a excepcidn del acido acetil salicilico que lo hace de forma
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irreversible [70]. Se prefieren utilizar aquellos que tengan una mayor selectividad por
la COX-2, debido un mayor perfil de seguridad gastrointestinal. Esto tiene una gran
importancia en este tipo de pacientes, debido a que ellos deben recibir esta
medicaciéon de forma continuada [71].

En los ultimos afos se han introducido en el mercado los inhibidores selectivos de la
COX-2 y su utilizacién ha resultado mas segura desde el punto de vista gastrointestinal,
ya que se ha observado que los pacientes que los recibian, desarrollaban un 50%
menos Ulceras géstricas y duodenales, en comparacidn con los AINEs clasicos [72]. Sin
embargo, la eficacia de este tipo de AINEs no ha sido superior que los no selectivos por
la COX-2, y por otra parte, se han documentado casos de deterioro de la funcién renal
en sujetos susceptibles [73], exacerbacion de la hipertensidn arterial y aparicion de
eventos trombaticos [74], lo cual ha puesto en duda su seguridad.

Los AINEs se utilizan normalmente como una terapia puente a corto plazo, a la espera
de la lenta accidn de los FAME. Sin embargo, no deben utilizarse como monoterapia
una vez confirmado el diagndstico de AR, ya que, no se ha encontrado evidencia de

una disminucion en la progresion clinica o radioldgica de la enfermedad [75].

1.8.2.2 Corticosteroides

Los glucocorticoides son una clase de hormonas esteroidales, que se caracterizan por
la capacidad de unirse al receptor de cortisol y provocar diversos efectos bioldgicos.
Presentan potentes propiedades antiinflamatorias e inmunosupresoras, por lo que han
sido ampliamente utilizados en el tratamiento de la AR. Actuarian interfiriendo con la
presentacion del antigeno a las células T, inhibiendo la sintesis de las prostaglandinas y
leucotrienos e inhibiendo la produccién de radicales superdxidos de neutréfilos y
monocitos. También afectarian la migracién celular, y causarian una redistribucién de
los monocitos, linfocitos y neutrdéfilos produciendo una reduccién en la respuesta
inflamatoria y autoinmune [76]. La utilizacién de los glucocorticoides sigue siendo uno
de los aspectos mds controvertidos del tratamiento de la AR, debido al desarrollo de

multiples efectos adversos, los cuales son dependientes de las dosis y el tiempo en el
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cual se les administre a los pacientes. Sin embargo, en los ultimos afios, ha habido un
resurgimiento del papel de los corticoides en el tratamiento de la AR. Diversos estudios
han demostrado claramente que, el uso de glucocorticoides por periodos prolongados
de tiempo y a bajas dosis, puede reducir sustancialmente la velocidad de progresién de
la enfermedad [77]. En efecto, una revisidon sistematica de ensayos clinicos
controlados, encontré que la utilizacién de dosis bajas a moderadas (7.5 a 15 mg/dia)
de glucocorticoides orales, pueden reducir la destruccién articular y mejorar los
sintomas de la enfermedad [78]. Estos farmacos pueden reducir la actividad de la
enfermedad en forma rapida, por lo que también podrian resultar utiles como terapia
puente al inicio del tratamiento. Se ha observado, que cuando son utilizados en
conjunto a FAME sintéticos, pueden retrasar el curso clinico de la enfermedad e inhibir
la progresién radiografica, efecto que puede prolongarse por afios, incluso después de
terminado el tratamiento [79]. La dosis éptima de los glucocorticoides en el
tratamiento combinado se desconoce. La Tabla 5 presenta algunas de las pautas utiles

para el uso de glucocorticoides en pacientes con AR.

Tabla 5. Guias para la utilizacidn de glucocorticoides en pacientes con AR.
Modificado de O'Dell JR [55]

a) Hacer un diagndstico precoz de la enfermedad.

b) Iniciar el tratamiento con FAME tan pronto como sea posible (dentro de
los tres meses después del inicio de los sintomas).

c) Esforzarse por la remision (sin sintomas en las articulaciones) en todos
los pacientes.

d) Eluso de corticoides como un puente para una terapia con FAME eficaz.

e) Prednisona a dosis > 10 mg/dia esta raramente indicada para
enfermedades de las articulaciones.

f)  Evitar el uso de corticoides sin FAME.

g) Reducir al minimo la duracién, y disminuir la dosis hasta los niveles mas
bajos que controlen la enfermedad.

h) Siempre se debe considerar la profilaxis para evitar la osteoporosis.

i)  Reconocery tratar las enfermedades coexistentes.

j)  Facilitar la comunicacion entre el médico de atencién primariay
reumatodlogo.
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Debido a que el uso prolongado de glucocorticoides puede aumentar el riesgo de
enfermedad cardiovascular, aparicién de alteraciones del humor, y desarrollo de
osteoporosis entre otros efectos adversos, los expertos aconsejan un uso prudente de
estos medicamentos, realizando una reduccion gradual de la dosis de ellos, tan pronto
como los sintomas se hayan controlado. En los ultimos afios, un grupo de trabajo de la
EULAR ha publicado recomendaciones para el uso de glucocorticoides orales en el
tratamiento de la AR, enfocado especificamente en la toxicidad de este grupo

farmacoldgico [80].

1.8.2.3 Farmacos Antirreumaticos Modificadores de la Enfermedad (FAME)

Los FAME son un conjunto heterogéneo de agentes agrupados por su uso vy
conveniencia. Pueden modificar favorablemente el curso de la AR controlando o
disminuyendo el dolor, la inflamacién y la progresién radiolégica, ademas de aumentar
la capacidad funcional. En diversos estudios se ha observado, que la inclusidn de estos
medicamentos en la terapia de los pacientes en etapas tempranas de la patologia
produce resultados mas favorables. Por esta razén, para lograr una respuesta
adecuada, deberian ser utilizados dentro de los 3 primeros meses desde que
comienzan los sintomas de la enfermedad [81]. Ademas, se ha observado que el
tratamiento temprano con este tipo de medicamentos puede reducir la tasa de
mortalidad de los pacientes con AR [82].

Este grupo de medicamentos puede ser dividido en dos familias, los FAME sintéticos y

los bioldgicos.
1.8.2.3.1 FAME sintéticos
Entre los fdrmacos que pertenecen a este grupo encontramos: metotrexato,

leflunomida, sulfasalazina, sales de oro, penicilamina y farmacos antimaldricos como la

cloroquinay la hidroxicloroquina.
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1.8.2.3.1.1 Metotrexato

Diversos estudios han identificado al Metotrexato (MTX) como el FAME sintético con
mayor probabilidad de inducir una respuesta farmacoldgica adecuada en tratamientos
a largo plazo, y ademas es uno de los farmacos de eleccion para iniciar el tratamiento
en pacientes con AR. Incluso, algunos estudios han mostrado que los pacientes que
han sido tratados con metotrexato tienen tasas de mortalidad significativamente mas
bajas que aquellos que no lo recibian [83]. Aunque el mecanismo de accién preciso del
MTX en la AR no esta muy claro, se han propuesto hasta cuatro posibles formas en las
cuales actuaria en el tratamiento de la enfermedad. En primer lugar, actuaria como un
agente antifolato, ya que puede inhibir la proliferaciéon de células de divisién rapida
(Figura 4), incluyendo los linfocitos y otros mediadores de la inflamacion [84]. En
segundo lugar, el MTX puede disminuir la acumulacién de compuestos toxicos,
especialmente poliaminas, que son dependientes del Tetrahidrofolato (THF), y que
podrian contribuir al dafio tisular en la AR [85]. En tercer lugar, puede reducir los
niveles intracelulares de glutation, lo que conllevaria a una disminucién del dafio por
metabolitos téxicos del oxigeno [86]. Por ultimo, el MTX puede aumentar los niveles
de adenosina, una sustancia con propiedades antiinflamatorias [87].

Se recomienda la utilizacién de dosis de MTX de 7.5- 30 mg una vez a la semana por via
oral, y aumentando la dosificacién del fdrmaco seglin la necesidad y tolerancia del
paciente. Presenta una biodisponibilidad de un 70%, pero esta puede variar segun la
dosis que se administre. La administracidon subcutdnea e intramuscular de MTX puede
mejorar la eficacia en comparaciéon con la administracién oral, debido a que la
biodisponibilidad oral puede reducirse por la saturacién del transportador a nivel
gastrointestinal [88].

Dentro de los posibles efectos adversos y/o aparicion de toxicidad asociados al uso del
MTX podemos encontrar el desarrollo de hepatitis y cirrosis hepatica, Ulceras orales,
citopenias y neumonitis intersticial. Todos estos efectos pueden desarrollarse con
mavyor facilidad, cuando los pacientes experimentan conjuntamente algin grado de

Insuficiencia Renal (IR), ya que el MTX se elimina alrededor de un 80% por esta via
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[89]. La hepatotoxicidad es una de las grandes preocupaciones con respecto a la
utilizacién de bajas dosis de MTX [90]. Por esta razén, la ACR ha publicado directrices
para controlar a los pacientes que reciben terapia con MTX, las cuales incluyen la
realizacién de pruebas de laboratorio como hemograma completo, creatinina sérica y
transaminasas hepaticas cada 4 u 8 semanas, y la reducciéon y/o suspensién del
tratamiento con este fdrmaco, si se detecta un aumento persistente de las
transaminasas [91]. Ademads, se ha recomendado la administracién concomitante de
acido félico (1-3mg/dia) o acido folinico (2.5-5 mg/12-24 hrs), para aumentar la

tolerancia a MTX y disminuir la aparicidon de efectos adversos [92].

Cartilage

Bone

Figura 4. Sitio de accion de los FAME Metotrexato y Leflunomida. Aqui se observa la
proliferacidn de los linfocitos, la cual contribuye a la produccion de los anticuerpos del
Factor Reumatoide (FR). También se observa como la fijacion del complemento
amplifica la cascada destructiva, la atraccién de mas células inflamatorias, lo cual
conlleva a la liberacién de citoquinas proinflamatorias, quienes serian las responsables
del dafo en los tejidos [93].



I. INTRODUCCION

1.8.2.3.1.2 Leflunomida

La leflunomida es un farmaco inmunomodulador que inhibe competitivamente la
Dihidroorotato Deshidrogenasa (DHOD), que es la enzima que limita la velocidad
intracelular de la sintesis de novo de pirimidinas [93]. El bloqueo de la via de la sintesis
de pirimidinas conduciria hacia un efecto antiproliferativo. Dentro de las
caracteristicas farmacoldgicas, es importante destacar que la leflunomida es un pro-
farmaco, que tras su administracidon, tiene una rapida biotransformaciéon por
Citocromo P450 a su metabolito activo (A77 1726). Este metabolito puede unirse en un
gran porcentaje a proteinas plasmaticas y presenta una vida media entre 15 y 18 dias
[94]. Leflunomida se administra por via oral en dosis de 10-20 mg/dia, siendo
generalmente bien tolerado. Dentro de sus efectos adversos, la toxicidad hepatica es
una de las RAM mas graves que pueden presentarse. Se ha documentado un aumento
en los valores de las enzimas hepaticas en el 2-4% de los pacientes que la reciben, las
cuales fueron reversibles una vez suspendida la medicaciéon. Se ha recomendado la
monitorizacion de los valores de las enzimas hepaticas mensualmente, durante los
primeros 6 meses de tratamiento. Si estas permanecen estables, pueden ser
monitorizadas cada 3 meses [95]. Por otra parte, se ha observado que la valoracién del
riesgo-beneficio de la utilizacién de leflunomida es aceptable para la mayoria de los
pacientes [96]. Otros efectos adversos menos frecuentes son la aparicion de
hipertensién arterial, dolor abdominal, diarreas, nauseas y pérdida de peso
inexplicable [97].

Su eficacia ha sido comparada con otros FAME, y se ha reportado que leflunomida es
similar en eficacia a MTX, por lo que puede ser utilizada en pacientes que han
presentado intolerancia a dicho farmaco [98]. Ademds, se ha observado que el
mecanismo de accion de leflunomida podria ser complementario al de MTX, lo que
haria que la terapia combinada una opcidn atractiva. En efecto, diversos estudios han
mostrado los beneficios clinicos del uso combinado de estos medicamentos en el

tratamiento de la AR [99]. Sin embargo, se ha observado que el uso concomitante con

31
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MTX puede aumentar el riesgo de desarrollo de toxicidad hepatica, en comparacién al

uso de cada uno de ellos por separado [100].

1.8.2.3.1.3 Hidroxicloroquina y Sulfasalazina

La hidroxicloroquina es un farmaco antimaldrico que se utiliza en el tratamiento de
enfermedades autoinmunes, como la AR y el Lupus Eritemotoso Sistémico (LES). Su
mecanismo de accidon no se conoce completamente, sin embargo, parece que puede
interferir con la presentacidn de antigenos, promover la estabilizacion de la membrana
lisosomal e inhibir el metabolismo de los desoxirribonucleétidos [101]. La dosis de
hidroxicloroquina utilizada en el tratamiento de la AR es de 400 mg/dia, y desde el
punto de vista farmacocinético se ha observado que se absorbe bien por via oral y
presenta una vida media de eliminacién de 40 dias. Sus efectos adversos mds comunes
son a nivel gastrointestinal (nauseas, diarreas y dolor abdominal), y en un porcentaje
menor de pacientes se ha observado el desarrollo de retinopatia [102]. Estudios sobre
su eficacia han encontrado que los pacientes que reciben este medicamento
experimentan un inicio de accién lento, y presentarian una respuesta menor a la
experimentada con MTX y leflunomida. En general, no se recomienda la utilizacion
como monoterapia, sino asociada a otros FAME [103].

La sulfasalazina es un farmaco que después de ser absorbido, es biotransformado por
bacterias del colon en mesalazina (acido 5-aminosalicilico) y sulfapiridina, la cual
pareciese ser responsable de ejercer la mayor parte de la accidn farmacolégica de la
sulfasalazina. Aunque su mecanismo de accién en la AR no estd claro, se cree que
puede inhibir la funcidn de los neutréfilos, puede reducir los niveles de
inmunoglobulinas y puede interferir con la funcion de los linfocitos T, a través de la
supresién de la activacion del factor de trascripcion NF-kB [104]. La dosis de
sulfasalazina en el tratamiento de la AR es de 500 mg una o dos veces al dia, la cual
puede aumentarse progresivamente a 1500 mg dos veces al dia, de acuerdo a la
tolerancia del paciente. Los efectos adversos mds comunes son a nivel gastrointestinal

(nauseas, diarreas y dolor abdominal), y a nivel hematoldgico (neutropenia vy
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trombocitopenia) [105]. Diversos ensayos clinicos han descrito una eficacia
comparable con otros FAME como leflunomida, y el interés sobre su utilizacién se ha
centrado en el uso concomitante con otros FAME [103]. Se ha encontrado que la
terapia combinada con FAME sintéticos, es generalmente bien tolerada, y puede ser

una alternativa a la utilizacién de terapias bioldgicas mds costosas.

1.8.2.3.2 Terapias biolégicas

Los agentes biolégicos son moléculas proteicas genéticamente modificadas que
inhiben a las citoquinas proinflamatorias. Estos farmacos suelen ser efectivos, cuando
al utilizar otros FAME no se obtienen respuestas adecuadas. Presentan la ventaja de no
necesitar una monitorizacidn tan estricta como otros farmacos, ya que no presentan
toxicidades importantes. Sélo se ha documentado un aumento en la probabilidad de
desarrollo de infecciones, y especificamente un aumento en la incidencia de
tuberculosis [106]. Entre los fdrmacos que pertenecen a este grupo encontramos a
aquellos que inhiben al TNF-a como infliximab, adalimumab y etanercept; el que
antagoniza al receptor de IL-1 como anakinra; el que suprime la actividad de las células
T como abatacept y el que se une especificamente al antigeno de membrana CD20

como rituximab, y las nuevas dianas terapéuticas disefiadas en los ultimos afios.

1.8.2.3.2.1 Infliximab

Infliximab es un anticuerpo monoclonal quimérico compuesto de regiones constantes
de inmunoglobulina humana (IgG1), acopladas a las regiones variables de un
anticuerpo anti TNF-a murino neutralizante de alta afinidad. Se puede unir al TNF
soluble y de membrana con una alta afinidad, afectando a la unién de la citoquina con
su receptor, y produciendo la induccién del complemento y la respuesta dependiente
del anticuerpo, contra las células que expresen el TNF-a [107].

Infliximab se administra por infusidn intravenosa en dosis de 3 mg/kg, aumentando la

dosificacion a 10 mg/kg en el caso que fuese necesario y dependiendo de la respuesta
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del paciente. La pauta de administracion estandar en la AR es en la semana 0, 2 y 6,
seguida de una infusién de mantenimiento cada 8 semanas [93].

Para prevenir la formacién de anticuerpos frente a esta proteina extrafia, se ha
recomendado la administracion concomitante de farmacos inmunosupresores como
metotrexato [108]. En efecto, se ha observado que la terapia combinada de infliximab
con metotrexato ha logrado mostrar beneficios clinicamente relevantes en la funcién
fisica y calidad de vida de los pacientes, asi como una reduccién de la progresién del
daio articular y la mejora sostenida de los signos y sintomas de la AR [109]. Adem3s,
se ha encontrado que para los pacientes en etapas tempranas de la enfermedad, la
terapia combinada de estos 2 medicamentos, también podria producir una mayor
cantidad de beneficios clinicos y funcionales, en comparacion al uso de metotrexato
como monoterapia [110].

Por otra parte, el desarrollo de infecciones es uno de los principales efectos adversos
asociado al uso de anti TNF. En algunos estudios, se ha descrito que el infliximab puede
causar mas infecciones granulomatosas (principalmente tuberculosis) que otros anti
TNF [111]. Por esta razén, todos los potenciales pacientes que puedan recibir
tratamiento con este tipo de medicamentos deben tener la prueba de tuberculina
realizada. Otro tipo de infecciones como histoplasmosis, aspergilosis, listeriosis,
citomegalovirus y otras infecciones bacterianas graves también han sido descritas al
utilizar estos farmacos [112]. Ademas se ha observado, que debido a su forma de
administracion, existe un porcentaje de pacientes que presentan reacciones a la
infusidon (dolor de cabeza, nauseas, urticaria, anafilaxia). Estas pueden ser tratadas,

utilizando antihistaminicos y disminuyendo la velocidad de la infusién [113].
1.8.2.3.2.2 Etanercept
Etanercept es un dimero de una proteina quimérica sintetizada por ingenieria genética

por fusién del dominio de unidn del receptor del TNF al dominio Fc de la IgG1 humana.

Es un inhibidor competitivo de la unién del TNF a sus receptores de superficie celular,
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impidiendo la respuesta celular mediada por esta citoquina. A diferencia de infliximab
no puede interactuar con el TNF de membrana [114].

Se administra a los pacientes mediante una inyeccidn subcutdnea de 25 mg dos veces
por semana 6 50 mg una vez a la semana, siendo ambos regimenes equivalentes en
eficacia. La mayoria de los ensayos clinicos han utilizado etanercept en pacientes que
han sido refractarios a otros FAME, y se ha observado entre un 60 a un 75% de
respuesta adecuada a este tratamiento [115]. También ha demostrado ser util en Ia
artritis juvenil y psoridsica, Espondilitis Anquilosante (EA) y otras artropatias
inflamatorias. En otros estudios ha demostrado disminuir la progresion de la
enfermedad en mayor grado que el metotrexato administrado por via oral. Ademas, el
uso en conjunto a metotrexato ha mostrado reducir la actividad de la enfermedad,
frenando la progresion radiografica y mejorando la funcionalidad de los pacientes, con
una mayor eficacia comparada con los farmacos administrados en forma separada
[116].

En diversos ensayos clinicos etanercept fue bien tolerado por los pacientes con AR. La
frecuencia de suspensién del medicamento debido a una reaccidn adversa fue similar a
las relacionadas con el placebo [115]. Los efectos adversos descritos con mayor
frecuencia para etanercept fueron las reacciones leves en el punto de inyeccién
(eritema y/o escozor, dolor o hinchazén) que ocurrié generalmente en el primer mes
de tratamiento, tos, rinitis, infecciones de las vias respiratorias altas, faringitis y
sinusitis, cefalea, mareos, astenia y dispepsia [117]. Presenta una contraindicacién
relativa en pacientes con insuficiencia cardiaca congestiva, ya que al igual que
infliximab podria aumentar la mortalidad cardiaca por producir exacerbaciones en esa

patologia [118].

1.8.2.3.2.3 Adalimumab

Adalimumab es un anticuerpo monoclonal que antagoniza los efectos del TNF-a. Tiene

la propiedad de unirse al TNF, impidiendo que éste interactde con sus dos tipos de

receptores (p55 y p75). La consecuencia del bloqueo del TNF es la modulacién de las
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respuestas bioldgicas a este uUltimo, entre las que cabe citar cambios en los niveles de
las moléculas de adhesidon responsable de la migracidon leucocitaria. Al no poseer
componentes exégenos es menos antigénica que infliximab [119].

Después de su administracién por via subcutdnea, el adalimumab se absorbe
lentamente, alcanzando sus maximas concentraciones a las 130 horas
aproximadamente, y puede ser administrado en dosis de 40 mg cada dos semanas
[120]. En estudios realizados, se ha observado que adalimumab parece tener una
mejor respuesta cuando estd asociado a MTX [121]. Dentro de sus efectos adversos,
son muy similares a los farmacos biolégicos anteriormente mencionados, pero se
presentan con una menor frecuencia. El mas importante de los efectos adversos es la

aparicidn de dolor en el sitio de inyeccion [122].

1.8.2.3.2.4 Anakinra

Anakinra es un antagonista del receptor de IL-1, que actla impidiendo que esta
citoquina pueda unirse a su receptor, por lo tanto impidiendo que se desencadene la
respuesta inflamatoria. Como se menciond anteriormente, la IL-1 cumple un rol
importante en la patogénesis de la AR, ya que estimula la liberacidon de factores
guimiotacticos y moléculas de adhesion, promoviendo la migracidn de leucocitos a los
tejidos. También causa la liberacion de histamina por los mastocitos causando
vasodilatacién, y la liberacidon de sustancias citotéxicas que producirian dafio en los
tejidos conectivos [123].

Desde el punto de vista farmacocinético, es importante destacar que anakinra
presenta una vida media muy corta (6 hrs), y se ha observado que la administraciéon
diaria es mas efectiva que las inyecciones administradas semanalmente. En estudios
realizados, anakinra demostré ser seguro y eficaz como monoterapia y en combinacidn
con MTX [124]. Teniendo en cuenta su eficacia clinica inferior a los antagonistas del
TNF-a y la necesidad de inyecciones diarias, este farmaco es apropiado para aquellos
pacientes que no toleran los inhibidores del TNF. Por otra parte, estudios han

demostrado que el uso concomitante con un anti TNF-a, no representa una mejor
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eficacia en relacién a la monoterapia con este Ultimo fdrmaco, y solamente se

experimenté un aumento en la aparicion de RAM, especialmente infecciones [125].

1.8.2.3.2.5 Rituximab

Rituximab es un anticuerpo monoclonal quimérico que se une especificamente al
antigeno de membrana CD20, el cual es una proteina localizada en los linfocitos B
inmaduros y maduros. Este antigeno funcionaria como un canal de ién calcio vy
regularia los pasos iniciales en la activacion de estos linfocitos, los cuales
desempeiiarian multiples funciones fisiopatolégicas en la AR [126].

Rituximab debe ser administrado por separado en dos infusiones de 1000 mg con 2
semanas de diferencia, y deben repetirse las dosis a los 6 meses y al afio después de
haber iniciado el tratamiento. Diversos estudios han demostrado la eficacia del
medicamento en el tratamiento de la enfermedad, incluido aquellos pacientes que no
habian presentado una respuesta o tolerabilidad adecuada a otros FAME bioldgicos
[127]. Ademas, se han reportado niveles mas bajos de inmunoglobulinas, en pacientes

tratados a largo plazo con rituximab [128].

1.8.2.3.2.6 Abatecept

Abatacept es el primero de una nueva serie de farmacos que modulan selectivamente
la sefial co-estimuladora necesaria para la activacion completa de los linfocitos T que
expresan CD28 [129]. Estos agentes actuan corriente arriba en comparacién con otros
agentes bioldgicos en la cascada inflamatoria, lo que evita la sefial de co-estimulacién
requerida para la activacién de los linfocitos T [130].

Se administra como una infusidn intravenosa en 30 min a una dosis de 500 mg-1000
mg en funcién del peso corporal. En ensayos clinicos, el uso de este farmaco logré
mejorar significativamente los sintomas y signos, la funcionalidad y calidad de vida de
los pacientes [131]. Dado el mecanismo de accidn del abatacept, y el reconocido papel

de los linfocitos T en la patogenia de la AR, la modulacién selectiva de la sefial co-
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estimuladora representa un enfoque terapéutico racional en pacientes con respuesta

inadecuada a la terapia anti-TNF.

1.8.2.3.2.7 Nuevas estrategias terapéuticas para el tratamiento de la AR.

En la actualidad, existen una serie de nuevos agentes para el tratamiento de la AR.
Establecer el papel exacto de los distintos tratamientos y la identificacion de los
potenciales pacientes que se pueden beneficiar al utilizar estos tratamientos es uno de
los desafios que se le plantean a la reumatologia. La Tabla 6 resume los nuevos

tratamientos disponibles para los pacientes con AR.

Tabla 6. Nuevos agentes para el tratamiento de la AR.
Modificado de van Vollenhoven RF [132]

. Dosis Efectos secundarios y
Agente Estructura Farmacologia . a
Usual riesgos especificos
Certulizumab Fragmento Bloqueo TNF 200 mg /2 Reacciones en el lugar de la
pegol de semanas o inyeccion e infecciones
anticuerpo 400mg /mes (incluyendo tuberculosis)
monoclonal (subcutanea)
humanizado
Golimumab Monoclonal Bloqueo TNF 100 mg cada 2 Reacciones en el lugar de la
humano semanas inyeccion e infecciones
(subcutanea) (incluyendo tuberculosis
Tocilizumab  Monoclonal Bloqueo 8 mg/Kg cada Reacciones de infusidn,
humanizado receptor IL-6 4 semanas infecciones, citopenias y

(intravenoso) elevacién del colesterol

Cabe destacar que diversos investigadores estan desarrollando nuevas moléculas,
orientadas a otros procesos de la cascada inflamatoria, y entre ellas podemos
encontrar el inhibidor de las Janus quinasa (tofacitinib) y el inhibidor de la tirosin

quinasa (fostamatinib) [133]. Por lo que en un futuro cercano, se podrd contar con

nuevos tratamientos para la enfermedad.



. INTRODUCCION

1.8.2.3.3 Factores que influencian en la respuesta al tratamiento de la AR

A pesar de los considerables avances terapéuticos, estudios recientes han demostrado
gue una proporcién sustancial de pacientes continian con el desarrollo de la
progresion radiografica [134]. Ademas, se ha observado que no todos los tratamientos
son eficaces en todos los pacientes. Por ejemplo, alrededor del 30% de los pacientes
tratados con un anti TNF-a, no consiguen una mejoria clinica del 20% segun la ACR
(ACR20, fracaso primario o ineficacia), y/o muchos pacientes pierden la eficacia
durante la terapia (fracaso secundario o resistencia terapéutica adquirida), y/o
experimentan RAM, y por lo tanto, es necesaria la modificacién o suspensidon del
tratamiento [135].

Dentro de los posibles mecanismos relacionados con una inadecuada respuesta al
tratamiento con anti TNF- a, podemos destacar los diferentes perfiles
farmacocinéticos de estos agentes. Después de la administracion subcutdnea,
etanercept y adalimumab presentan un perfil de concentracion vs tiempo bastante
uniforme en el estado de equilibrio, mientras que infliximab, que se administra
mediante una infusidn intravenosa, presenta una gran variabilidad entre los picos y
valles en el estadio de equilibrio [136].

Otro importante determinante de la respuesta de estos medicamentos es la formacion
de anticuerpo anti antagonistas de TNF-a. Anticuerpos anti infliximab, etanercept y
adalimumab se desarrollan en aproximadamente 7.21, 2 y 6-12% respectivamente
[137]. Adema3s, en diversos estudios se ha observado que la presencia de anticuerpos
anti infliximab y anti adalimumab estd relacionada con una disminucién de efecto
farmacoldgico de ambos farmacos [138]. Sin embargo, mediante la administracién
conjunta de MTX los niveles de estos anticuerpos pueden verse disminuidos, y por lo
tanto evitar la pérdida de eficacia de los anti TNF-a [139]. Por esta razén es importante
un correcto uso de los FAME, especialmente de MTX y leflunomida, ya que por sus
propiedades inmunosupresoras permitirian mejorar la eficacia de los anti TNF-a.

Por otra parte, la variabilidad genética interindividual podria jugar un papel importante

en la respuesta a los tratamientos de la AR. En la actualidad se ha analizado diversos
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polimorfismos que podian estar relacionados con la respuesta y/o toxicidad de los
FAME vy los anti TNF-a [140].

El conocimiento de todos estos factores ademas de las nuevas terapias disponibles,
son indispensables para un buen control de la enfermedad. Ademas, en la actualidad
ha surgido el concepto de “control estricto” de la enfermedad (tratamiento del
paciente con objetivos especificos, con terapias agresivas si fuese necesario) [141].
Este “control estricto” sugiere revisiones periédicas para la evaluacion del paciente, y
donde la Atencién Farmacéutica (AF) y el Seguimiento Farmacoterapéutico (SFT)

podrian cumplir un papel importante.
1.9 ATENCION FARMACEUTICA Y SEGUIMIENTO FARMACOTERAPEUTICO

La Atencién Farmacéutica (AF) esta definida como la provision responsable del
tratamiento farmacoldgico, con el propdsito de alcanzar unos resultados concretos
que mejoren la calidad de vida del paciente. Para esto, el profesional que la realiza
asume la responsabilidad de las necesidades del paciente en relacién con los
medicamentos y adquiere un compromiso al respecto, de manera que asegura el uso
de una terapia farmacolédgica mas segura y eficaz [142]. La AF engloba todas aquellas
actividades asistenciales del farmacéutico orientadas al paciente que utiliza
medicamentos, y entre estas actividades encontramos el Seguimiento
Farmacoterapéutico (SFT).

El SFT puede desarrollarse a través de diversas maneras, siendo el Método Dader uno
de los mas utilizados. Este método se basa en la obtencién de informacion sobre los
problemas de salud y farmacoterapia del paciente para ir elaborando la historia
farmacoterapéutica. Esto se realiza a través de la realizacion de entrevistas
concertadas entre farmacéutico y paciente, en donde la primera cita tiene por objetivo
obtener la informacién inicial de los problemas de salud y los medicamentos del
paciente. A partir de la informacién contenida en la historia farmacoterapéutica, se
elaboran los estados de situacion del paciente, que permitirdn visualizar el

“panorama” sobre la salud y el tratamiento en distintos momentos en el tiempo, asi
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como evaluar los resultados de la farmacoterapia. Consecuencia de la evolucién y del
analisis de los estados de situacion se establece un plan de actuacidn con el paciente,
dentro del cual quedardn enmarcadas todas aquellas intervenciones farmacéuticas

que se consideren oportunas para mejorar su estado de salud [143]. La Figura 5

esquematiza este proceso.
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Figura 5. Esquematizacion del proceso de SFT, en el cual se pueden observar las 7etapas del
Método Dader.

De esta manera el SFT puede definirse como el servicio profesional que tiene como
objetivo la deteccidn de Problemas Relacionados con Medicamentos (PRM), para la

prevencion y resolucién de Resultados Negativos asociados a la Medicacién (RNM).
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Este servicio implica un compromiso, y debe proveerse de forma continuada,
sistematizada y documentada, en colaboracion con el propio paciente y con los demas
profesionales del sistema de salud, con el fin de alcanzar resultados concretos que
mejoren la calidad de vida del paciente [143]. Cada vez que se le administra un
medicamento a un paciente, existe la probabilidad de que se genere algun tipo de
problema, entendiendo por éste, tanto la aparicién de efectos no deseados, como los
generados como consecuencia de no conseguir el efecto que se espera de ellos.

El Tercer Consenso de Granada [144], defini6 PRM como aquéllas situaciones que en el
proceso de uso de medicamentos causan o pueden causar la aparicion de un RNM. No
se ha establecido una clasificacidon concreta para este término, sin embargo, el Tercer

Consenso de Granada propuso un listado (Tabla 7), no exhaustivo ni excluyente.

Tabla 7. Clasificacion de PRM propuesta por el Tercer Consenso de Granada [144]

Problemas relacionados con el uso de los Medicamentos (PRM)

a) Administracion errénea del medicamento.

b) Caracteristicas personales.

c) Conservacion inadecuada.

d) Contraindicacion.

e) Dosis, pauta y/o duracién no adecuada.

f)  Duplicidad.

g) Errores en la dispensacion.

h) Errores en la prescripcion.

i) Incumplimiento.

i) Interacciones.

k) Otros problemas de salud que afectan al tratamiento.
I) Probabilidad de efectos adversos.

m) Problema de salud insuficientemente tratado.
n) Otros.

Por otra parte, los RNM corresponden a resultados en la salud del paciente, no
adecuados al objetivo de la farmacoterapia y asociados al uso o fallo en el uso de
medicamentos. Los RNM se pueden clasificar como se muestra en la Tabla 8.

Es importante destacar, que los PRM y RNM se encuentran entre las causas mas
frecuentes de las admisiones hospitalarias, y entre ellos, las reacciones adversas y el

incumplimiento del tratamiento son las mas comunes [145].
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Tabla 8. Clasificacidon de los RNM propuesta por el Tercer Consenso de Granada [144]
Resultados Negativos a la Medicacién (RNM)

1) Necesidad
® Problema de salud no tratado: El paciente sufre un problema de salud
asociado a no recibir una medicacién que necesita.
e Efecto de medicamento innecesario: El paciente sufre un problema de
salud asociado a recibir un medicamento que no necesita.
2) Efectividad
¢ |nefectividad no cuantitativa: El paciente sufre un problema de salud
asociado a una inefectividad no cuantitativa de la medicacion.
e |nefectividad cuantitativa: El paciente sufre un problema de salud
asociado a una inefectividad cuantitativa de la medicacidn.
3) Seguridad
¢ |Inseguridad no cuantitativa: El paciente sufre un problema de salud
asociado a una inseguridad no cuantitativa de un medicamento.
e |Inseguridad cuantitativa: El paciente sufre un problema de salud
asociado a una inseguridad cuantitativa de un medicamento.

Como puede observarse, para la realizacion del SFT, se debe contar con una serie de
herramientas, que nos permitan analizar la situacién del paciente de un modo integral,
para de esta manera poder realizar las intervenciones oportunas en los momentos
indicados. Como se menciond anteriormente, desde el punto de vista farmacoldgico,
son muchas las variables que pueden modificar la respuesta farmacoldgica. Por esta
razén, el conocimiento de estas variables nos permitiran realizar un mejor SFT, y por lo
tanto, asegurar que el paciente reciba la terapia mas segura y eficaz. En la actualidad,

la farmacogenética esta tomando un papel importante en este ultimo punto.

1.10 FARMACOGENETICA

Cuando administramos un mismo medicamento a diferentes poblaciones, podemos
encontrar que existe una gran variabilidad en la respuesta farmacolégica, siendo muy
dificil predecir la eficacia y seguridad del farmaco [146]. Diversos estudios han
mostrado, que un gran porcentaje de los medicamentos sdlo son efectivos en un 25-

60% de los pacientes que los reciben, y por otra parte, mas de 2 millones personas
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experimentan RAM anualmente, incluyendo alrededor de 100000 muertes debido a
esta causa [147]. Esta variabilidad en la respuesta farmacoldgica podria ser
multifactorial, y se conocen una serie de factores que podrian modificarla y entre ellos
podemos destacar: la edad, el sexo, la etnia, las alteraciones en la farmacocinética y el
uso de medicamentos concomitantes. Sin embargo, se ha observado que estos
factores por si solos, no son capaces de predecir la probabilidad de eficacia e
inseguridad al utilizar un medicamento determinado [42]. Por otra parte, la
variabilidad interindividual en la respuesta observada puede ser debida en gran
medida a diferencias genéticas determinadas con efecto directo en el metabolismo y
distribucién de los farmacos, asi como también, en algunas proteinas diana. Ya a
principios del siglo XX, el fisidlogo inglés Sir Archibald Garrod habia propuesto que
algunos factores genéticos podrian estar involucrados en defectos del metabolismo y
la variabilidad de la respuesta a los medicamentos [148]. Posteriormente en 1956, se
habia demostrado la influencia de los factores hereditarios en la respuesta
farmacoldgica, con el descubrimiento de una deficiencia hereditaria de la enzima
glucosa 6-fosfato deshidrogenada, siendo esta condicién la responsable del desarrollo
de anemia hemolitica en pacientes que recibieron primaquina (farmaco antimalarico)
[149]. Y en 1959, el cientifico aleman Fredich Vogel utilizé por primera vez el término
farmacogenética, para explicar la variacion individual en la respuesta a medicamentos
[150]. En la actualidad, la farmacogenética se ha definido como el estudio de la
respuesta farmacoldgica del individuo segun el genotipo, o también, como el estudio
del papel de la herencia en la variacidn individual de la respuesta farmacoterapéutica,
tanto en términos de eficacia como de seguridad [146].

En los ultimos 50 aifos, la hipdtesis de que la variacion genética contribuye a la
variabilidad en fenotipos de la enfermedad y en la respuesta a los medicamentos ha
sido ampliamente aceptada y validada en numerosas investigaciones. En algunos
estudios, se ha encontrado que la informacién genética podria estar implicada en la
posible aparicién de RAM y/o la efectividad de ciertas terapias medicamentosas [151].
Ademads, la comprensién de la contribucidon de la genética a la variabilidad en la

respuesta farmacoldgica, ha proporcionado una nueva herramienta en el desarrollo de
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medicamentos, con la esperanza de poder disminuir el riesgo de toxicidad, identificar
los pacientes mas propensos a responder a una determinada terapia y a racionalizar el
desarrollo de nuevos farmacos [152].

A pesar de casi 50 afios de investigaciones, la mayoria de los avances en los estudios
farmacogenéticos se han realizado en los ultimos afos, y el nimero de publicaciones
respecto al tema se ha incrementado notablemente. La finalizacién del Proyecto del
Genoma Humano [153] y el Proyecto Internacional HapMap [154] junto con el rapido
desarrollo de las tecnologias avanzadas en genética molecular han sido los
responsables del aumento de investigaciones en el campo de la farmacogenética.

En la actualidad, el objetivo de la farmacogenética estd centrado en la determinacién
de las consecuencias clinicas de los SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms o
Polimorfismo de un Sdélo Nucleétido) identificados en el genoma. Definiéndose un
polimorfismo genético, como la coexistencia de 2 o mas alelos en un mismo locus, con
una frecuencia mayor o igual al 1% entre la poblacidn. Los SNPs son el tipo de variacion
genética mas comun, y se estima que hay alrededor de 10 millones de SNPs en el
genoma humano [155]. Los SNPs pueden clasificarse en funcionales, cuando alteran la
expresion del gen o la funcion de la proteina y los no funcionales cuando no tienen
ningun efecto. La mayoria de los estudios farmacogenéticos se han centrado en este
tipo de variaciones genéticas. Ademas pueden clasificarse en SNPs no sinénimos,
cuando cambian el aminoacido que formara la proteina, y el SNP sindnimo cuando no
lo modifican (Figura 6).

Otro tipo de variaciones genéticas incluyen a las inserciones y deleciones, las cuales
son de gran importancia cuando se encuentran en los codones codificantes, ya que
pueden causar disrupciones en la secuencia de lectura, o en el promotor porque
pueden alterar la trascripcion del gen. Un ejemplo de este tipo de variaciéon es la que
ocurre con el gen de la UDP-glucurunosil transferasa 1A1 (UGT 1A1) [156].

Ademads pueden existir variaciones en el nimero de copias, que corresponden a vastas
regiones en el cédigo genético de un individuo que estan duplicadas o suprimidas. Un
ejemplo de este tipo de variacién es la duplicacion de los genes que codifican para

diferentes miembros del grupo de enzimas citocromo P450 (CYP450) [157].
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Los diferentes tipos de SNPs se ejemplifican en la Figura 6.
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Figura 6. Tipos de variaciones genéticas de importancia en farmacogenética, en las cuales se
pueden observar los tipos de SNP, las inserciones, las deleciones y las duplicaciones [155].

Los estudios farmacogenéticos pueden ser divididos entre aquellos que analizan la
disposicidon de los medicamentos, y aquellos que analizan las dianas terapéuticas. Las
variaciones en la secuencia de genes que participan en la disposicion de los
medicamentos, pueden generar modificaciones en la farmacocinética, mientras que las
variaciones en los genes que codifican las dianas terapéuticas, pueden generar
modificaciones en la farmacodinamia [158].
Es importante tener en consideracion, que el objetivo principal de la farmacogenética
es la individualizacidn de la terapia farmacoldgica, de modo que esta sea lo mas eficaz
y segura en un paciente determinado. En efecto, se piensa que la farmacogenética
podria permitir ayudar al clinico a la hora de [159]:

1. Seleccionar a aquellos pacientes que podrian responder bien o mal a un

determinado tratamiento farmacoldgico, antes de ser prescrito.
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2. Seleccionar el fdrmaco mas adecuado para un paciente en particular.
3. Seleccionar la dosis mas adecuada de un farmaco para el paciente

determinado.

Es decir, la eleccion del “farmaco correcto, a la dosis correcta, para el paciente
indicado”. Todo esto permitiria evitar los riesgos innecesarios y los gastos en
tratamientos no efectivos.

Dadas las caracteristicas profesionales de los farmacéuticos, tendrian un papel
importante en el desarrollo de la actividad en los diferentes dmbitos de la practica
clinica. Como expertos en medicamentos, los farmacéuticos podrian entregar una
perspectiva Unica sobre el uso apropiado de los medicamentos, asi como la disposicion
de estos en el organismo, y por lo tanto, podrian participar en la definicién del papel

de la farmacogenética en el tratamiento farmacoldgico [158].

1.10.1 Utilizacién de la Farmacogenética en la AR

Como la mayoria de las enfermedades multifactoriales, la AR presenta un componente
genético bastante importante. Se ha observado, que la variabilidad en la contribucidn
de los factores genéticos involucrados en esta enfermedad, podria tener relacién con
la variabilidad que se refleja en las diferentes manifestaciones clinicas. Por otra parte,
la variabilidad en la respuesta a los diferentes medicamentos utilizados, ya sea en su
eficacia y/o su seguridad, también podria depender de esta variabilidad en los
componentes genéticos [160].

Como se menciond anteriormente la mayoria de los genes relacionados con la
predisposicion de desarrollo de la enfermedad estan localizados en el locus del HLADR
[14]. Pero también podrian existir otros genes que pudiesen verse afectados
generando modificaciones interindividuales desde el punto vista terapéutico.

A continuacién comenzaremos a analizar los posibles polimorfismos relacionados con

la eficacia y seguridad de los medicamentos utilizados en el tratamiento de la AR.
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1.10.1.1 Farmacogenética de los FAME

Como se menciond anteriormente, estos medicamentos son el tratamiento de primera
linea en la terapéutica de la AR. Sin embargo se ha observado que la respuesta y
consecuencias del tratamiento con estos farmacos en los diferentes pacientes son
variables e impredecibles. Una de las posibles causas que podrian explicar las
diferencias interindividuales en la eficacia y/o aparicién de RAM en los pacientes,
podrian ser las variaciones genéticas en las diferentes fases de metabolizacién de estos
medicamentos. Sin embargo, en la actualidad se ha observado que también podrian
contribuir a este efecto, las variaciones genéticas relacionadas con las dianas y los

receptores especificos involucrados en el efecto farmacolégico de ellos [161].

1.10.1.1.1 Farmacogenética del Metotrexato

Metotrexato es el FAME mas ampliamente usado en el tratamiento de la AR. Sin
embargo a pesar de sus ventajas, un nimero importante de los pacientes que lo
reciben no desarrollan los niveles de eficacia esperados y/o experimentan alguna RAM
cuando es utilizado como monoterapia [162-163]. En la actualidad no existen pruebas
disponibles para predecir la eficacia y/o toxicidad de MTX, sin embargo, los analisis
farmacogenéticos de los polimorfismos involucrados en las vias metabdlicas del MTX
podrian ser de utilidad en la prediccién de la respuesta a esta medicacién. Se conoce
gue la inhibicion de las enzimas de la via del folato, incluyendo la Dihidrofolato
Reductasa (DHFR), la Metilentetrahidrofolato Reductasa (MTHFR) y el Receptor de
Folato Reducido (RFC-1) cumplirian un papel importante desde el punto de vista
farmacogenético [164].

La MTHFR es una de las enzimas fundamentales en el metabolismo de los folatos y
estd involucrada en la sintesis de 5-metiltetrahidrofolato, que es el donador de
carbonos requeridos para la sintesis de metionina, mientras que su sustrato el 5,10
metilentetrahidrofolato, actia como el donador de metilo requerido en la sintesis de

dTMP [165]. Entre los genes de la MTHFR, dos SNP relativamente comunes: C677T
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(rs1801133) y A1298G (rs1801131), que conducen a la alteracidon de aminodcidos, han
sido identificados [166-167]. El SNP C677T es el mas prevalente y el mas ampliamente
estudiado, y consiste en la modificacién de una T por una C, lo que conlleva a una
sustitucion de una alanina a valina que incrementa la termolabilidad de la enzima
[168]. Diversos estudios, han mostrado la posible asociacién entre la aparicién de este
SNP y el desarrollo de toxicidad al farmaco, particularmente el aumento en los niveles
séricos de las enzimas hepaticas [169]. Por otra parte, el SNP A1298C ha sido asociado
con una reduccion de la actividad de la MTHFR, pero su efecto ha sido considerado
menos potente en comparacion con el SNP C677T. El A1298C consiste en una
modificacidon de una C por A, lo que conlleva a una sustitucién de glutamina a alanina
gue produciria una disminucién de la actividad de la enzima [170]. Este polimorfismo
ha sido asociado con una mayor eficacia a MTX, sin asociarse un efecto sobre la
toxicidad del medicamento. En efecto, la presencia del genotipo AA ha sido asociada a
una mejor respuesta clinica al tratamiento con MTX [162].

Ademas, algunos estudios han intentado asociar la combinaciéon de genotipos
(haplotipos) entre el C677T y A1298C y la aparicion de RAM y/o eficacia de MTX. Sin
embargo, muchos de estos estudios han descrito resultados contradictorios, haciendo
muy dificil la busqueda de asociacion entre haplotipos y efectos farmacoldgicos [171-
172].

Por otra parte, al analizar el papel que cumpliria el RFC-1 sobre la respuesta
terapéutica a este medicamento, se ha encontrado que cuando se utilizan bajas dosis
de este farmaco, el MTX ingresa al interior de las células a través del RFC-1 (también
conocido como SLC19A1). Uno de los mas comunes SNP en este receptor es el RFC-1
G80A (rs1051266), el cual consiste en una modificacion de una A por una G, lo que
conlleva a una sustitucion de una arginina a histidina, la que produciria una alteracién
de la afinidad por el folato, y produciéndose una alteracidén en las concentraciones
celulares de MTX. Aunque se desconoce si este polimorfismo produce una alteracién
en la funcién de transporte de la proteina, se ha relacionado con niveles mas bajos de
folato y homocisteinemia [173]. Se ha encontrado que pacientes que presentan el

genotipo GG podrian desarrollar toxicidad asociada a la utilizacion de MTX, mas
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frecuentemente que aquellos que presentan otros genotipos. Sin embargo, otros
estudios en los cuales se han utilizado bajas dosis de MTX, como ocurre en el caso de
pacientes con AR, han encontrado resultados contradictorios, con respecto a la mayor
frecuencia de este polimorfismo [174].

Se han descrito otros polimorfismos que podrian influir en el transporte de MTX a
través de la membrana celular, y entre esos podemos destacar el del gen ABCB1
C3435T, también denominado MDR-1 (rs1045642), el cual codifica para un
transportador de membrana (glicoproteina P), que es el que estd implicado en la
biodisponibilidad de una serie de medicamentos. En efecto, se ha observado que
aquellos pacientes que presentan un genotipo CC y CT de este polimorfismo tienen
2.89 veces mayor probabilidad de presentar una resistencia al uso de los FAME en
paciente con AR [175].

Ademas, se han descrito otros polimorfismos en otras enzimas que participan en el
ciclo del folato como son la Timidilato Sintasa (TYMS) y la Aminoimidazol Carboxamida
Ribonucledtido Transformilasa (ATIC), sin encontrarse una repercusion clinica
importante de la utilizacion de estos SNPs en la eficacia y/o seguridad en el uso de

MTX [176].

1.10.1.1.2 Farmacogenética de la Leflunomida

Como se menciond anteriormente leflunomida es un profdrmaco que requiere de su
bioactivacion para ejercer su efecto farmacoldgico. Estudios realizados in vitro han
demostrado que los Citocromos P450 (CYP) 1A2, 2C19 y 3A4 podrian estar
involucrados en esta bioactivacion [177]. Por otra parte, se ha observado que estas
tres enzimas podrian presentan variabilidades interindividuales en la actividad
metabdlica debido a la presencia de SNPs. En efecto, se ha reportado un polimorfismo
en el CYP 1A2 en la posiciéon 163 que corresponde a una modificaciéon C por A
(rs762551) que caracterizaria al alelo CYP1A2*1F, el cual a su vez estaria asociado con
una mayor inducibilidad de la enzima [178]. Los polimorfismos del CYP2C19 pueden

ser de dos tipos, los que caracterizan para dos alelos defectuosos CYP2C19%*2
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(rs4244285) y CYP2C19*3 (rs4986893) y estarian asociados con una supresion de la
actividad enzimatica, y por otra parte, el que caracteriza para el alelo CYP2C19*17
(rs12248560) que podria estar asociado a un aumento en la actividad enzimatica [179].
Con respecto al CYP3A4 no se han encontrado ningun alelo funcionalmente importante
en caucasicos.

De estos tres subtipos de CYP, algunos estudios han sugerido que en pacientes con AR,
el alelo CYP1A2*1F, es el Unico que podria estar asociado a los efectos farmacoldgicos
de la leflunomida, especificamente a la toxicidad producida por este farmaco, lo cual
podria estar relacionado a un aumento en los niveles plasmaticos de metabolito activo
del farmaco [180].

Debido a que el resto de FAME en la actualidad no se utilizan con gran frecuencia, no

se detallaran los polimorfismos relacionados con estos farmacos.

1.10.1.1.3 Farmacogenética de los Agentes Bioldgicos

En la actualidad se conoce que la eficacia de los agentes bioldgicos en el tratamiento
de la AR es variable. Los pacientes que no responden a la terapia puede ser divididos
en dos grupos, los no respondedores primarios, que son aquellos que muestran una
pérdida de eficacia al comienzo de un primer tratamiento con anti TNF-a; y los no
respondedores secundarios, que son aquellos que experimentan un beneficio inicial
con la terapia, pero esta disminuye en el tiempo [181]. Estos dos tipos de pérdidas de
eficacia de los tratamientos anti TNF-a que pueden presentarse en un numero
considerable de pacientes, la aparicion de RAM y el alto costo del tratamiento con
estos agentes, han llevado a la busqueda de marcadores que pueda predecir el
resultado terapéutico. Si bien, no existen marcadores clinicos (Utiles y confiables) de la
respuesta farmacoldgica, los niveles de varias de las citoquinas y otros mediadores de
la inflamacidn podrian asociarse con la eficacia de las terapias utilizadas. Y por otra
parte, la farmacogenética podria servir de herramienta para la individualizaciéon de

dosis y medicamentos con estos agentes [182].
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Algunos estudios han relacionado la respuesta a los agentes bioldgicos con alguno de
los polimorfismos genéticos, descritos anteriormente. Se han descrito polimorfismos y
haplotipos relacionados con la regién HLA-DR1, como también las regiones asociadas
al gen de TNF en la respuesta de las terapias bioldgicas en pacientes caucdsicos [183].
Sin embargo, en la actualidad se conoce que pueden ser multiples los polimorfismos
relacionados con la respuesta de estos agentes, y todos localizados en diferentes
dianas terapéuticas. A continuacion analizaremos en profundidad para los principales

agentes bioldgicos utilizados en este estudio, sus polimorfismos genéticos.

1.10.1.1.4 Farmacogenética del Etanercept y Adalimumab

Hasta la fecha, se han realizado un nimero importante de estudios farmacogenéticos
de la efectividad de etanercept en pacientes con AR. Del mismo modo se han
identificado una serie de genes candidatos, que podrian tener relacion como
marcadores de la respuesta del farmaco, y entre ellos podemos destacar: alelos de
HLA-DRB1, TNF, Linfotoxina a (LTA), Interleuquina 10 (IL-10), Factor de Crecimiento
Transformante B-1 (TGFB1), Antagonistas del Receptor de Interleuquina 1 (IL1RN),
receptores de TNF (TNFRSB1A y TNFRS1B) y Receptores de Fijacién del Complemento
(FCGR2A, FCGR3A y FCGR3B) [184]. Algunos estudios han analizado la posible
asociacion entre los polimorfismos del TNF, IL-10, TGFB1 e ILIRN y la respuesta al
tratamiento con etanercept, y han encontrado que podria existir una correlacién entre
los polimorfismos TNF-a G308A (rs1800629) y TNF-a C857T (rs1799724) y una buena
respuesta al tratamiento con este agente bioldgico [185-186]. También se ha
encontrado relacidon entre los SNPs IL10 G1082A (rs1800896) y el TNF-a G308A
(rs1800629). En pacientes con una respuesta inflamatoria baja, aquellos que presentan
el genotipo GG del TNF- a G308A y el genotipo GG de la IL10 G1082A, han mostrado
una mejor eficacia clinica ante la utilizacidn de etanercept [185].

Por otra parte, otros estudios han mostrado que la combinacién de alelos en IL1IR1N,
alelo A2 que corresponde a dos copias de 86 pares de bases en el intrén 2, y TGFB1 (un

alelo C en el coddn 25) podrian estar asociados con una disminucidén en el efecto
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terapéutico de este medicamento[184] . Del mismo modo, estudios de polimorfismos
microsatélites en la regidn promotora de la IL-10 han mostrado tener una posible
asociacion con una mejor respuesta al tratamiento a largo plazo con etanercept [187].
También se han analizado los receptores de TNF- a, y se ha encontrado que pudiese
existir una asociacion entre la respuesta farmacoldgica y ciertos polimorfismos. Se ha
observado que aquellos pacientes que presentan el genotipo TT del TNFR1B T587G
(rs1061622) pueden presentar un mayor grado de respuesta, en comparacion a
aquellos que presentan el alelo G [188].

Para el caso de Adalimumab, hasta la fecha no se han realizado un gran nimero de
estudios farmacogenéticos que evallen la posible asociacién entre SNPs y la eficacia
del uso de este farmaco en el tratamiento de la AR. Sin embargo, también se han
encontrado algunas asociaciones entre la presencia de SNPs y la eficacia clinica del
farmaco. Diversos estudios han asociado la presencia del genotipo GG del TNF- a
G308A como un posible marcador de la respuesta al tratamiento con Adalimumab
[189-190]. Por otra parte, algunos investigadores han evaluado la presencia de
polimorfismos en los genes que codifican para el receptor Fcy IlIA. Estos han
observado que aquellos pacientes que presentan un genotipo FF presentarian una
menor afinidad por el tratamiento con anti Tnf-a [191].

Como se observa, se han realizado diversos estudios de asociacién de polimorfismos
con la respuesta clinica a estos anti TNF-a, sin embargo su utilidad es controvertida, ya
gue muchos estudios han encontrado resultados contradictorios. Esto podria ser
debido a que los estudios farmacogenéticos realizados hasta el momento, han
investigado principalmente a grupos pequefios de pacientes (existen estudios con 30
pacientes), lo cual puede alterar la capacidad de detectar diferencias entre pacientes
respondedores y no respondedores a la terapia biolégica. Por otra parte, tamanos de
muestras pequefios pueden guiar a una sobrestimacién de la fuerza de la asociacidn.
Ademads es conocido, que muchos de estos estudios son realizados en poblaciones muy
diferentes, desde el punto de vista genético, a la que encontramos en nuestra
poblacién, y por lo tanto se requiere la realizacién de estudios de asociacién entre

SNPs y respuesta y/o toxicidad en nuestras poblaciones, para corroborar o discutir en
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relacién a la posibilidad del uso de estas pruebas como herramientas utiles en la

practica clinica habitual.
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1.1 JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

El tratamiento de la AR es complejo, y los pacientes que padecen esta patologia, deben
recibir un gran numero de medicamentos para controlar su enfermedad y sus
comorbilidades. Debido a esta polimedicacidn, este tipo de pacientes tienen una alta
probabilidad de desarrollo de Reacciones Adversas a los Medicamentos (RAM) y otros
Problemas Relacionados con la Medicacién (PRM,) que pueden desencadenar la
aparicién de Resultados Negativos a la Medicacion (RNM).

El farmacéutico hospitalario, mediante la utilizacién del SFT podria tener un papel
importante en la deteccién y control de estos PRM y de esta forma poder evitar el
desarrollo de RNM.

Por otra parte, al ser la AR una enfermedad multifactorial, son muchos los factores
involucrados tanto en el desarrollo de la patologia, como en el éxito del tratamiento
farmacoldgico. A pesar de los grandes avances en el tratamiento de la enfermedad, se
ha observado, que un importante nimero de pacientes no presenta una respuesta
terapéutica adecuada al uso de los medicamentos, y por lo tanto pueden presentar
una mayor probabilidad de desarrollo de complicaciones asociadas a la enfermedad y a
la farmacoterapia. Por otra parte, un importante nimero de pacientes debe suspender
su medicacion debido a la aparicion de RAM moderadas o severas. Por esta razon, en
muchos casos, es necesaria la sustituciéon de la medicacidn que generé el problema, lo
cual estd asociado a una disminucién en la calidad de vida del paciente y con un
elevado coste econdmico, clinico y sanitario.

En la actualidad, se ha descrito que esta variabilidad interindividual de la respuesta
puede ser debida en parte a factores genéticos asociados, especificamente por la
presencia de polimorfismos (SNPs) en las enzimas de las vias de metabolizacién de
estos farmacos y/o en sus respectivas dianas terapéuticas.

Por esta razdén, es fundamental poder establecer una asociacion entre los
polimorfismos presentes en cada uno de los pacientes analizados, y la efectividad y/o
seguridad de los agentes terapéuticos, para poder predecir la respuesta individual a

estos medicamentos y para poder asegurar una terapia mas segura y efectiva.
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11.2 HIPOTESIS

La realizacién de un estudio de SFT en pacientes con AR, complementado con un
estudio de asociacion entre los polimorfismos genéticos, la efectividad y seguridad de
los agentes terapéuticos utilizados por ellos, servird como una herramienta de apoyo
para predecir la respuesta individual a los medicamentos, y de esta forma, poder

asegurar una terapia mas segura y efectiva.

1.3 OBJETIVOS

11.3.1 Objetivos Principales

1. Analizar el efecto del Seguimiento Farmacoterapéutico (SFT) en la deteccién de
los Problemas Relacionados con la Medicacién, prevenir y resolver los
Resultados Negativos a la Medicacién de pacientes con Artritis Reumatoide en
tratamiento con terapia bioldgica.

2. Evaluar la influencia de los polimorfismos en los genes involucrados en la
respuesta y/o toxicidad de la terapia de los pacientes con Artritis Reumatoide,

sometidos a un Seguimiento Farmacoterapéutico.

11.3.2. Objetivos Secundarios

1. Medir la prevalencia de los RNM por Inefectividad e Inseguridad de la terapia.

2. Valorar la adherencia al tratamiento recibido por los pacientes.

3. Evaluar el efecto del tratamiento con adalimumab, etanercept y metotrexato,
en el tratamiento de la Artritis Reumatoide.

4. Realizar un genotipado global y describir de la distribucién de frecuencias
genotipicas de los polimorfismos los principales polimorfismos asociados a la

terapia recibida, para generar una base de datos farmacogenética.
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5. Evaluar la influencia de los polimorfismos TNF G308A, TNF C857T, IL-10 G1082A
y TNFR1B T587G en la respuesta al tratamiento con adalimumab y etanercept.

6. Evaluar la influencia de los polimorfismos MTHFR C677T, MTHFR A1298C, RFC-1
G80A y ABCB1 C3435T sobre la eficacia y/o toxicidad del tratamiento con MTX.
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1.1 POBLACION EN ESTUDIO

Pacientes diagnosticados de AR en tratamiento con farmacos antagonistas del TNF-a

(adalimumab y etanercept), procedentes del Servicio de Reumatologia del Hospital

Universitario Virgen de las Nieves de Granada (HUVN), que vinieron a recoger su

medicacién a la Unidad de Pacientes Externos del Servicio de Farmacia de este

hospital. El periodo de estudio estuvo comprendido entre Diciembre del 2008 a Mayo

del 2011.

Los pacientes fueron reclutados voluntariamente teniendo en cuenta los siguientes

criterios de inclusién y exclusion:

Criterios de Inclusion:

Pacientes con diagndstico de AR por médico especialista en Reumatologia.

En tratamiento con etanercept y adalimumab (pacientes de inicio y con terapia
instaurada).

Mayores de 18 ainos.

Pacientes que aceptaron participar de forma voluntaria en el estudio y firmaron
el Consentimiento Informado de acuerdo a la ley biomédica del 4 de Julio de

2007 (Anexo 1).

Criterio de Exclusion:

Falta de cooperacidon por parte del paciente en la asistencia a las visitas
programadas.

Pacientes con Insuficiencia Renal (IR) grado Ill o IV o con valores de creatinina
sérica mayores a 1.5 mg/dl o valores de aclaramiento de creatinina menores a
75 ml/min.

Pacientes con Insuficiencia Hepatica o con valores de transaminasas tres veces

mayores a los valores normales.



IIl. MATERIALES Y METODOS [ il

e Pacientes que fallecieran por motivos diferentes al tratamiento involucrado en

el estudio.

Una vez reclutados los pacientes, el trabajo de investigacién fue dividido en dos partes:
un estudio de SFT y un estudio farmacogenético complementario. Ambos estudios

fueron realizados durante el mismo periodo de tiempo.

111.2 ESTUDIO DE SFT EN PACIENTES CON AR

111.2.1 Disefio del Estudio

Se realizé un estudio cuasi-experimental prospectivo con disefio pre-post test.

111.2.2 Tamaino Muestral

Se incluyeron todos los pacientes que cumplieron con los criterios de inclusién vy
exclusién propuestos para el estudio y que aceptaron participar del estudio por un
periodo minimo de 24 meses de seguimiento. Tras los primeros resultados se procedié

al analisis estadistico para consolidar el tamafio de la muestra.

111.2.3 Metodologia del Estudio

Para la realizacion del SFT se utilizd el Método Dader, el cual estd basado en la
obtencién de informacidon sobre los problemas de salud del paciente y la terapia
medicamentosa que recibe, para elaborar su historia farmacoterapéutica.

El Método Dader consta de 7 fases que fueron enumeradas en la Figura 5 del Capitulo

de Introduccion. De estas fases podemos destacar las siguientes [143]:
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a) Oferta del Servicio: identificar en la practica diaria de la farmacia a aquellos
pacientes que presentan necesidades relacionadas con los medicamentos y que
por tanto podrian beneficiarse del servicio de SFT.

b) Analisis de la Situacidn: analizar la situacién del paciente con el fin de detectar
PRMs e identificar los posibles RNMs presentes en el paciente, o en riesgo de
su aparicioén.

c) Plan de Actuacidn: intervenir con el paciente y, cuando sea necesario con el
médico, para prevenir y resolver estos PRMs y RNMs.

d) Seguimiento y Evaluacion: realizar una evaluacion de seguimiento para

alcanzar resultados concretos en el paciente.

En este sentido el farmacéutico evalud y estudid los datos obtenidos en la entrevista,
generando el Estado de Situacidon (Anexo 2), para posteriormente elaborar un plan de
actuacién con el paciente, realizando las intervenciones que fuesen necesarias. Este
proceso fue realizado para intentar asegurar una terapia mas segura y eficaz en los
pacientes.

Se recogieron los datos de la préctica clinica habitual en el tratamiento de la AR, por
parte de los médicos especialistas en Reumatologia. Para ello se utilizé la base de
datos del Hospital Universitario Virgen de las Nieves: Estacién Clinica (Anexo 3) y
Peticiones a Laboratorio (Anexo 4), y las informaciones obtenida en las entrevistas con
los pacientes.

Los pacientes fueron citados bimensualmente para recoger los datos clinicos vy
analiticos desde el momento de su inclusién en el estudio hasta completar un minimo

de 6 visitas.
111.2.3.1 Datos Recogidos

Durante el proceso de SFT se recogieron los siguientes datos:
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a) Primera visita
e Parametros antropomeétricos: edad, sexo, peso y altura de los pacientes.

® Parametros clinicos: transcurso de la patologia.

b) Primera visita y visitas subsecuentes

e Parametros clinicos: Numero de Articulaciones Dolorosas (NAD) e inflamadas
(NAI), dolor evaluado por el paciente mediante Escala Visual Andloga (EVA:
medida en mm., del 0 al 100), evaluacién global de la enfermedad efectuada en
forma independiente por el médico y el enfermo. Determinacién del indice de
actividad de la enfermedad mediante el DAS28. Mejoria de la patologia segin
los criterios de respuesta de la EULAR. El objetivo terapéutico planteado fue el
de alcanzar la remisidn de la actividad, definida como un valor de DAS28<2,6.
En ausencia de remisiéon, se consideré respuesta satisfactoria al tratamiento el
lograr un DAS28<3,2 6, una disminucidon del DAS28>1,2 desde el inicio del
tratamiento siempre que el DAS28 actual fuera <5,1 [66]. Todos estos valores
fueron medidos por el médico especialista cada 6 meses.

e Parametros analiticos: Velocidad de sedimentacién globular (VSG), proteina C
reactiva (PCR), Factor Reumatoide (FR). Enzimas hepaticas: SGOT, SGPT, GGT,
fosfatasas alcalinas y albumina sérica. Creatinina Sérica. Estos parametros
fueron solicitados tanto por el médico especialista, como por el de cabecera.

® Maedicacién concomitante: nombre del principio activo, dosis y frecuencia de
los medicamentos usados por el paciente.

e Parametros de seguridad: Numero, frecuencia, duracién e intensidad de las

RAM experimentadas.

111.2.3.2 Variables Medidas

a) Variables Dependientes

Frecuencia de PRM y RNM durante la intervencion farmacéutica. Variables

cuantitativas discretas, medidas por nimero de PRM y RNM.
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b) Variables Independientes

1.

Variables demograficas
Sexo: variable cualitativa dicotomica.
Edad: variable cuantitativa discreta medida en afos.

indice de Masa Corporal (IMC): variable cuantitativa discreta medida en Kg/m?.

Variables Clinicas

Problemas de salud.

PRM detectados: variable cualitativa policotémica. Categorizada en: O=ninguno;
1=no adherencia 2=desconocimiento; 3=probabilidad de RAM; 4=interaccion
entre medicamentos; 5=duplicidad; 6=administracion errénea o dosis errénea.
RNM detectados: variable cualitativa policotomica. Categorizada segun el
Tercer Consenso de Granada (Anexo 5).

Numero de medicamentos totales: variable cuantitativa discreta. Se recogio el
numero el numero de medicamentos totales que el paciente estaba recibiendo.
Numero de FAME: variable cuantitativa discreta. Se recogié el numero, la dosis
y el tipo de FAME utilizados en el paciente, durante el periodo de estudio.
Numero de agentes bioldgicos para el tratamiento de la AR: variable
cuantitativa discreta. Se recogid el nimero y la dosis de los agentes bioldgicos
utilizados en el paciente, durante el periodo de estudio.

Adherencia al tratamiento farmacoldgico: variable cualitativa dicotdmica.
Categorizada en: NA=no adherente; A=adherente. La adherencia al tratamiento
farmacoldgico fue evaluada antes y después de la intervencion del
farmacéutico. Para la medicién de la adherencia se utilizd el cuestionario
validado Simplified Medication Adherence Questionnarie (Anexo 6) [192].
Numero de NAD y NAIl: variable cuantitativa discreta. Se recolecté la
informacién al inicio, a los 6, 12 y 24 meses del periodo de estudio.

Valoracidn del dolor el paciente: variable cuantitativa discreta. Se recolect6 la
informacién al inicio a los 6, 12 y 24 meses del periodo de estudio. Se utilizd

como medida la EVA.
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10. Valoracién de la respuesta al tratamiento farmacoldgico: variable cuantitativa
discreta. Se recolectd los valores del DAS28 a los 6, 12 y 24 meses del periodo
de estudio.

11. Mortalidad: variable cualitativa dicotémica. Categorizada en Si y No. Esta
informacién se recogid de la historia clinica del paciente en la base de datos del

hospital (Estacién Clinica).

111.2.3.3 Planificacion del Estudio

e Rutina para la recoleccidn de los datos:

1. Invitacidn de pacientes para participar del estudio cuando se suministre la
dispensaciéon de Adalimumab y/o Etanercept en la unidad de pacientes
externos del Servicio de Farmacia del HUVN. Lectura y entrega de la Hoja de
Informacidén al Paciente (Anexo 7).

2. En caso de haber aceptado la participacion en el estudio, el paciente debid
firmar el Consentimiento Informado (Anexo 1).

3. Primera entrevista: datos de la medicacién, tratamiento y cumplimentacién de
la Historia Farmacoterapéutica (Anexo 8).

4. Estado de situacion (Anexo 2) y estudio de Casos Clinicos de los pacientes.
Resolucién de consultas generadas por los pacientes.

5. Entrevistas a los pacientes en siguientes visitas para ver evolucién de variables

de estudio.

¢ Rutina para el Estudio de los Casos Clinicos

1. Elaboracion del Estado de Situacidn de cada paciente tras la primera entrevista.

2. Fase de estudio sobre los medicamentos relacionado con el Estado de
Situacién.

3. Planteamiento de sospechas de RNM, por la identificacion de PRM.

4. Verificaciéon de informacion con el equipo de salud (Reumatologia) para

confirmar.
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5. Planteamiento del RNM con sus causas y estrategias de solucion.
111.2.3.4 Andlisis Estadistico

Se realiz6 un andlisis descriptivo de las variables, en el cual se calcularon las
frecuencias y porcentajes para variables cualitativas, las medias y sus respectivas
desviaciones estandar para variables cuantitativas. Ademas se utilizaron el Test t de
Student para comparar medias inter e intra grupos, el test de ANOVA de un factor para
comparar medias y PRM/RNM, vy test Chi-cuadrado de Fisher para analisis de las
variables categoricas. Se utilizd el programa estadistico IBM SSPS 19.0 (Chicago, I,
USA) para Windows®.

En todos los analisis se consideré un p<0.05 como valor estadisticamente significativo.
111.2.3.5 Aspectos Eticos

Antes de la realizacién del estudio, el proyecto fue aprobado por el Comité de Etica

local del HUVN (Anexo 9).

1.3 ESTUDIO FARMACOGENETICO DE RESPUESTA Y TOXICIDAD DEL TRATAMIENTO
DE LA AR

111.3.1 Diseiio del Estudio
Se realizd un estudio prospectivo observacional descriptivo.
111.3.2 Tamafio Muestral

Se incluyeron todos los pacientes que cumplieron con los criterios de inclusién vy

exclusién propuestos para el estudio y que aceptaron participar del estudio firmando
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el consentimiento informado. Tras los primeros resultados se procedié el analisis

estadistico para consolidar el tamafio de la muestra.

111.3.3 Metodologia del Estudio

El estudio fue realizado en la Unidad de Farmacogenética del Servicio de Farmacia del

HUVN,

en la cual se realizé la extraccion de ADN de las muestras de los pacientes y el

genotipado de cada uno de los polimorfismos genéticos analizados.

111.3.3.1 Extraccidn de ADN y cuantificacion

El ADN del paciente fue extraido desde una muestra de sangre (3ml), utilizando el kit

de extraccion QlAamp®© DNA Mini Kit (Qiagen©, Dusseldorf, Alemania), de acuerdo a

las instrucciones del fabricante para muestras de sangre:

W K N o v kA W N

10.
11.

Se afiadieron 20 pl de proteinasa K (Qiagen®©, Dusseldorf, Alemania) y 200 pl
de tampdn AL a 200 pl de la muestra (capa leucocitaria y células rojas) y se
mezclaron en un vortex.

Se incubaron los tubos por 10 min a 56°C.

Golpe de centrifuga.

Se afiadieron 200 pl de etanol y se mezclaron en un vortex.

Golpe de centrifuga.

Se transfirié la mezcla a columnas QlAamp.

Se centrifugaron por 1 min a 8000 rpm (revoluciones por minuto).

Se transfirié las columnas a nuevos tubos.

Se afiadieron 500 pl del tampdn AW1 a las columnas, y se centrifugaron por 1
min a 8000 rpm.

Se transfirié las columnas a nuevos tubos.

Se afiadieron 500 pl del tampdn AW2 a las columnas, y se centrifugaron por 3

min a 13000 rpm.
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12. Se transfirié las columnas a nuevos tubos.

13. Se anadieron 200 pl del tampdn AE (Qiagen©, Dusseldorf, Alemania) a las
columnas, y se centrifugaron por 2 min a 10000 rpm.

14. Se guardaron los tubos con el filtrado (primera elusién).

15. Se afiadieron 100 ul del tampdn AE a las columnas, y se centrifugaron por 2 min
a 13000 rpm.

16. Se guardaron los tubos con el filtrado (segunda elusién).

17. Se almacenaron las muestras a 4°C por 24 hrs, para luego almacenarlas a -20°C.

La cuantificacién del ADN fue llevada a cabo mediante metodologia de absorbancia UV
utilizando el Fluorimetro Versafluor© Bio-Rad, donde las muestras expuestas a 480 nm
y la intensidad de emision de fluorescencia se midié a 520 nm utilizando el

espectroflurimetro.
111.3.3.2 Método de Genotipado

De acuerdo al tratamiento recibido por los pacientes con AR incluidos en el estudio, se

analizaron los siguientes polimorfismos:

® Metotrexato
a) MTHFR C677T (rs1801133) y A1298C (rs1801131).
b) RFC-1 G80A (rs1051266).
c) ABCB1 C3435T (rs1045642).
e Leflunomida
a) CYP 1A2 A163C (rs762551).
e FEtanercepty Adalimumab
a) TNF-a G308A (rs1800629).
b) TNF-a C857T (rs1799724).
c) IL10 G1082A (rs1800896).
d) TNFR1B T587G (rs1061622).
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La determinacion de estos polimorfismos se realizé de dos maneras diferentes:
1. Anivel de un Laboratorio de Farmacogenética interno (HUVN).

2. Anivel de un Laboratorio externo.
111.3.3.2.1 Genotipado en el Laboratorio de Farmacogenética del HUVN

Los polimorfismos especificos MTHFR C677T, MTHFR A1298C, RFC-1 G80A, ABCB1
C3435T, TNF-a C857T y TNFR1B T587G fueron analizados en el Laboratorio de
Farmacogenética del Servicio de Farmacia del HUVN. Los genes fueron amplificados
mediante la técnica de Reaccion de Polimerasa en Cadena (PCR), seguida de un analisis
de Polimorfismos de Tamafio de Fragmentos de Restriccion (RFLP) o de secuenciacion
directa de acuerdo a la estrategia disefiada para cada uno de ellos.

La reaccién de PCR se llevd a cabo en un volumen final de 25 pL, utilizando una mezcla
qgue incluyé entre 50-100 ng de ADN del paciente, PCR Gold Buffer 1X y los
componentes necesarios para la reaccién detallados para cada uno de los SNPs en la

Tabla 9.

Tabla 9.Mezclas de PCR utilizadas para cada uno de los polimorfismos analizados.

dNTP  Primer MgCl2 DMSO AmpliTaq

Gen SN uM)  (nM)  (mM) (%) Gold DNA (U)
I\él;';l;: rs1801133 50 400 3 8 1.0
R/‘_IE;I;E rs1801131 50 400 3 8 1.0

ZFSE-; rs1051266 50 400 4 8 0.75
3;34(:335# rs1045642 50 400 4 8 0.75
Z;I:;: rs1799724 50 800 15 0 0.75
TTl\;FSI;lGB rs1061622 50 320 2 4 1.25

dNTP: desoxinucleotrifosfato; DMSO: Dimetil Sulfoxido, Amplitaq Gold DNA: Enzima de

reaccion.

Para la amplificacién por PCR de MTHFR C677T, MTHFR A1298C, RFC-1 G80A, ABCB1

C3435T y TNF-a C857T se utilizd6 un programa TouchDown; para la amplificaciéon por
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PCR de TNFR1B T587G se utilizé un programa StepDown, los cuales son descritos

detalladamente en la Tabla 10.

Tabla 10. Programas utilizados para realizar la amplificacién por PCR.

TouchDown StepDown
Desnaturalizacion inicial 10 mina 94°C 10 mina 94°C
Amplificacién
2 ciclos
30 seg 95°C
30seg 62°C
30seg 72°C
30 ciclos 4 ciclos
45 seg a 94°C 30 seg 95°C
40 seg a 55-65°C 30 seg 61-56°C
(-0.5°C/step) (-1°C/step)
40sega 72°C 30seg 72°C
35 ciclos
30 seg95°C
30seg 57°C
30seg 72°C
Elongacion final 7 mina 72°C 7 mina 72°C

Una vez realizada la amplificacién, los productos de PCR se verificaron visualizdndolos
en un gel de agarosa al 2% con bromuro de etidio al 0.3%.

Los productos de PCR fueron digeridos con las correspondientes enzimas de restricciéon
(Tabla 11) a 372C toda la noche, segun las especificaciones del fabricante (New
England Biolabs® Inc, Massachusetts, USA).

Los fragmentos de digestidon fueron analizados en un gel de agarosa con bromuro de
etidio al 0.6% y visualizados bajo luz ultravioleta en el Molecular ImagerO Gel Doc XR
System ChemiDoc XRS System Universal Hood Il con TLUM 100/240V (Bio-Rad® Life
Science, Hercules, CA, USA). El patrén de banda se compard con los fragmentos

obtenidos de muestras control para cada uno de los genotipos.
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Tabla 11. Genes, primers, enzimas y patrones de fragmentos utilizados en la digestién
de los productos de PCR.

. o . Patrén de
Gen Primers (F/R) Tamafio Enzima
Fragmento
MTHFR CC:198
F:5'TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA3'
C677T o , 198 Hinfl [193] CT:173+25
rs1801133 R:5'GGGAGGAGCTGACCAGTGCAG3 7173
xg;;lé F:5'GGGAGGAGCTGACCAGTGCAG3' 138 Fnu4HI Accf;gislzlgilg
rs1801131 R:5'GGGGTCAGGCCAGGGGCAG3 [194] AA:138
RFC-1 GG:174 + 74
F:5'CTGCAGACCATCTTCCAAGGTG3'
G80A o , 248 Hhal [195] AG:248+174+74
rs1051266 R:5'GTAGGGGGTGATGAAGCTCTC3 AA:248
ABCB1 CC: 162 +225
C3435T F:5 ITGTTTTCAGCTGCTTGATGGCAAA3I 387 Mbol [196] CT:387+162 +
R: 5'GGTAACAACTAACCCAAACAGGA3 225
rs1045642
TT: 387
TNF-a

F: 5'ACCACAGCAATGGGTAGGAG3' " "
cas7T R: 5'TTTCATTCTGACCCGGAGAC3' 268

rs1799724
TNFR1B ' . TT:134 + 108
T587G F:5' ACTCTCCTATCCTGCCTGCT3 242 Nlalll [197] GT: 242 + 134
R:5' TTCTGGAGTTGGCTGCGTGT3' +108
rs1061622 GG: 242

*: Realizado mediante secuenciacion directa.

Ademads, para confirmar los resultados obtenidos mediante PCR-RFLP, a un 10% de las
muestras se les realizd un analisis de control o validacion, a través de secuenciacion,
siguiendo la siguiente metodologia.

Una vez obtenidos los productos de PCR, se purificaron utilizando el QlAquick® PCR

Purification Kit, segun el protocolo especificado por el fabricante:

1. Afadir 5 volimenes de tampdn PBl a un volumen de la reaccién de PCR vy
mezclar.

2. Colocar una columna QlAquick en un tubo colector de 2ml y trasvasar la mezcla
de la muestra a la columna para unir el ADN.

3. Centrifugar 60 seg a 17900 g y descartar el eluido.

4. Lavar con 0.75 ml de tampén PE.

5. Centrifugar 60 seg a 17900 g y descartar el eluido.



lll. MATERIALES Y METODOS

6. Repetir el paso 5.

7. Colocar cada columna QlAquick en un tubo de microcentrifuga de 1.5ml.

8. Eluir el ADN aplicando 30ul de tampdn EB en el centro de la columna y dejando
reposar durante 1 min.

9. Centrifugar 60 seg a 17900g. El eluido contiene el producto de PCR purificado.

La reaccién de secuenciacion se llevé a cabo usando uno de los mismos primers que en
la amplificacion por PCR (forward o reverse dependiendo del SNP: TNFR1B T587G, RFC-
1 G80A y ABCB1 C3435T forward; MTHFR C677T, MTHFR A1298Cy TNF C857T reverse),
con los reactivos Big Dye terminator V 3.0 (Applied Biosystems, Estados Unidos) y las
condiciones de reaccidn sugeridas por el fabricante; el programa de amplificacién fue
el siguiente: 94°C durante 3 min x 1 ciclo; 96°C durante 10 seg, 58°C durante 5 seg y
60°C durante 4 min x 25 ciclos.

Tras la reaccidn de secuenciacién, los productos de la secuenciacidn fueron purificados
para retirar el exceso de nucledtidos marcados, usando el DyeEx® 2.0 Spin Protocol for

Dye-Terminator Renoval (Qiagen, Estados Unidos), segun el protocolo descrito por el

fabricante:
1. Vortex suave para resuspender la resina de la columna.
2. Aflojar el tapdn de la columna % de vuelta para permitir el vacio dentro.
3. Romper el cierre inferior de la columna y colocarla en un tubo colector de 2ml.
4. Centrifugar 3 min a 750 g y descartar el tubo colector junto con el eluido.
5. Transferir la columna a un tubo de microcentrifuga de 1.5ml.
6. Aplicar la reaccién de secuenciacion directamente en el centro del lecho de la

columna.
7. Centrifugar 3 min a 750 g. Descartar la columna. El eluido contiene el producto

de secuenciacion purificado.
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A continuacién, las muestras se secaron en una centrifuga de vacio durante 20 min. La
lectura de la secuencia se realizé en un ABI PRISM 3130xI DNA Analyzer (Applied
Biosystems, Estados Unidos), para lo cual antes fueron desnaturalizadas durante 2 min
a 95°C en 25 pl de Hi-Di Formamide (Applied Biosystems, Estados Unidos) para cada
muestra.

Para la visualizacién de los electroferogramas proporcionados por el secuenciador se
utilizé el software de libre distribucién Chromas Lite versién 2.01. Para el alineamiento
de las secuencias de ADN asi obtenidas con la secuencia original de cada uno de los
polimorfismos, se utilizd la herramienta bioinformdtica LALIGN, proporcionada
libremente por el servidor Genestream, del Instituto de Genética Humana
(Montpellier, Francia).

Una vez realizado el genotipado, se procedid al andlisis de los resultados obtenidos.
Para verificar que los genotipados obtenidos se regian por la genética de poblaciones,
se les realizé la prueba de Hardy-Weinberg, la cual establece que la composicién
genética de una poblacién permanece en equilibrio mientras no actué la seleccién
natural, ni ningln otro factor y no se produzca ninguna mutacién. Los resultados se
entregan en un valor de p, que cuando no es significativo (p<0.05), se produce una

violacién a dicha ley [198].

Ademas, para comparar las frecuencias de los genotipos encontrados en los pacientes
gue participaron en este estudio, se realizaron los genotipados de los siguientes
polimorfismos:

a) MTHFR C677T

b) MTHFR A1298C

c) RFC-1 G80A

d) ABCB1 C3435T

Este genotipado se realizé a una poblacién de igual nUmero y caracteristicas que la
poblacién estudiada, pero cuya principal caracteristica es que no presentaba AR o

enfermedades autoinmunes y/o inflamatorias (grupo control).

73
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En aquellos pacientes a los cuales, por diversos motivos no se les pudo realizar el
genotipado, los datos de frecuencias poblacionales se obtuvieron a partir de estudios
similares, realizados en Espafia o el Sur de Europa (para obtener datos de frecuencias
genotipicas en poblaciones similares a la de nuestro estudio). Ademas, se obtuvieron

los datos poblacionales, a través de la base de datos HapMap.

111.3.3.2.2 Genotipado realizado en el Laboratorio externo

Como se mencioné anteriormente, ademas del genotipado realizado en el Laboratorio
de Farmacogenética del HUVN, se realizdé un analisis de SNPs adicionales vy
complementarios de las muestras, a través de un Laboratorio externo (Progenika®), el
cual utiliza para la determinacidon de los genotipos el PHARMAChip™ (Progenika®
Biopharma S.A., Vizcaya, Espafia), que corresponde a un DNAChip que realiza en un
solo analisis, un cribado especifico de los principales polimorfismos implicados en la
respuesta a farmacos (34 genes y 85 polimorfismos). La metodologia utilizada para la
realizacion del genotipado mediante esta técnica ha sido descrita por Cuyas y
Almoguera [199-200]. En la Tabla 12 se describen los genes, los polimorfismos y las
variables alélicas analizados mediante el PHARMAChip™.

Es importante destacar que Progenika®, una vez realizado el analisis, elabora un
informe (Anexo 10) el cual incluye ademas de la informacién anteriormente sefialada,
la presencia de cambios en aminoacidos, la insercion/delecion vy/o la
presencia/ausencia de la mutacion.

Ademas, para comparar las frecuencias de los genotipos encontrados en los pacientes
gue participaron en este estudio, se obtuvieron los datos poblacionales a través de la

base de datos HapMap.



Z

MATERIALES Y METODOS

"BSEJRJSURIY IS A euindol] @) AL ‘7 BSEI2JSURIYNRY-N (ZLYN (TU-ESelaysuel)
uoneIn|9 s TLISO 1d-esedajsuel] UOIIEIN|D i T1SO "IN BSEIRJSURI] UONRINID ENISD ‘TIN BSRIRJSURL] UOREINID TINLISD ‘05td QWOoL2031D:dAD

SHETYITS
[0ZZ-6TZ-81Z] T+/Ts Z9t008Ts! Lwidl
D9+008 TS =
9L TE666/ 15 m m
99, DEE66LTS - =
[t12] ValVs Vo, CRETHOTS! TLVN m ° 2
854 068ZT08TS! = 5 v
[o17] 2juasald 2|I69TIEA [£9997 75/ 11159 m m
[stz) ¥/ s [eASOT 3l SEITSI 1d1S9 z
[o1Z] Ve /Vs 9 SELGELTS ENLSD
[sTZ] ajuasald usyE/TSAT TTHS90TS TINLSD
[brz-£17] Talls MH ZLZH9ZOTS! SYEdAD
[zrz-t1E] Te/Ts 9T« ¥LS0bL 7S PYEdAD
NXT+ -
Trs STLTLERTSI m
SEx 8576975/ K
[orz] Tu/Ts 6s 9590£065 907dAD - s
Ls £980€£05S! 3 4
s [60768ES 2 m
a =
T LPEIT/OVBSETTSI s m
£+ DI6/50TS4 o P
[60Z-80Z-£0T] TolTs Ze CeBAR/ TRl 6ITdAD T m
v 0£6850T5 S N
[902-502] TofTs € 080ZLSTT/TBI6050TS BITAAD m.
s EOTZLSTTS! =
[+07] Ta/Ts Te SRTPPEPS. 6IDZdAD
[£07] o 19159 PLTSYLES 98ZdAD
[z0z] Te/Ts (4T+) ¥E9TD TSS79/51 ZVTdAD
[toz] EINET 1BAZOT3N £FERF0TS TVTdAD
CIENEIETER 1 ED1|3|Y SIUELEN dNS uag JE|NJ3|OLU BIN3INJIST

"OUIR1X3 O1I0}RIOGET |2 Jod SOpezZijeue S4NS SOJ30 A SodewLiey 3p sai0ydadal ‘saiopeliodsuell ‘|| @5e4 ap UQIDEZI|O(RIDW

ap sewizua ‘(0 OWOoI201D)) | 3584 P UQIJEZI|OgEIaW 3P Sewizua se| ap (1) adA] ppia odilouad A sedija|e sajqeliea ‘sowsijowijod ‘sausg ‘zT e|qeL




Z

MATERIALES Y METODOS

76

Continuacion de la Tabla 12.

Estructura malecular Gen SNP Variante Alélica WT Referencias
TRANSPORTADORES H_n_.”____w_“m”y rs1045642 34357 cC [221]
ADRB1 rs1801253 Arg389Gly Arg/Arg [222]
ADRB2 rs1042713 Glyl6Arg Gly/Gly [223]
AGTR1 rs5186 A1166C AA [224]
BDKRB2 rs1799722 C58T CC [225]
RECEPTORES
DRD3 rsb 280 Gly95er Gly/Gly [226]
GRINZE rs7313149 C2664T CC [227]
rs63l4 Hisd452Tyr s

HTR2A re631 C102T His/His [228-229]
ADD1 rsd961 Gly460Trp cC [230]
AGT rs699 Met235Thr Thr/Thr [231]

AspT0Gly Asp/Asp

" BCHE rs1799807 Ala539Thr Ala/Ala [232]

2 COMT rs4 680 Vall158/108Met Val/Val [233-234]
M DPYD rs3918290 IVS14+1 G>A GG [235]
e ERCC2 rs13181 Lys751GIn Lys/Lys [236)
m IL10 rs1800896 G1082A GG [237]
MTHFR rs1801133 Ce77T CcC [162]
TNF rs1800629 G308A GG [238]
TYMS rs34489327 Delection 3-UTR 6 pb - [239]
WKORC1 rs9923231 G1639A GG [207]

ABCB1 (MDR1}): Glicoproteina P1; ADRB1: Receptor Adrenérgico beta 1; ADRB2: Receptor Adrenérgico beta 2; AGTR1: Receptor Angiotensindgeno;
BDKRB2: Receptor Bradiquinina B2; DRD3: Receptor Dopaminérgico D3; GRIN2B: Receptor Glutamatérgico NMDA 2B; HTR2A: Receptor Serotonérgico
SHT2A; ADD1: Aducina 1 (alfa); AGT: Angiotensindgeno; BCHE: Butirilcolinesterasa; COMT: Catecol O metiltransferasa; DPYD: Dihidropirimidina
Deshidrogenasa; ERCC2: Proteina Reparadora de DNA; IL-10: Interleuguina 10; MTHFR: 5,10-Metilentetrahidrofolato Reductasa; TNF: Factor de

MNecrosis Tumoral; TYMS: Timidilato Sintetasa; VKORC1: Vitamina K Epdxido Reductasa Complejo 1
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111.3.4 Estudio de Asociacion de los polimorfismos con la Eficacia Clinica y la Toxicidad

de los medicamentos

111.3.4.1 Evaluacion de la Eficacia Clinica

Para la evaluacion de la eficacia clinica del tratamiento de la AR, se decidio evaluar el
tratamiento con terapias anti TNF-a (etanercept y adalimumab) y con FAME (MTX vy

leflunomida). Para esto, se decidié separar a los pacientes en dos grupos:

1. Pacientes respondedores:

e Se definié como respondedor a todos aquellos pacientes que alcanzaron
los criterios de respuesta de la EULAR [66].

® Segun los criterios de la EULAR la respuesta al tratamiento puede ser
calificada como buena, moderada o no respuesta al tratamiento, como
se mostré en la Tabla 4 [65].

e Por lo tanto, la eficacia clinica fue analizada mediante las modificaciones
en las puntuaciones del DAS28, en dos visitas consecutivas durante el
periodo de estudio.

® Para esto, el DAS 28 se calculé para cada paciente mediante una

féormula bien conocida [65] que incluyo el NAD, el NAI, la VSG y el EVA.

2. Pacientes no respondedores
e Se defini6 como no respondedor, a todos aquellos pacientes que no
obtuvieron un buen manejo de la enfermedad después de 6 meses de

tratamiento con cada uno de los farmacos anteriormente sefnalados.

La eficacia de los medicamentos fue evaluada a los 6 y 12 meses de tratamiento para

comparar la distribucion del genotipo con la respuesta clinica
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111.3.4.2 Evaluacion de la Toxicidad

Se considerd como toxicidad a los medicamentos, cuando durante el tratamiento del

paciente experimento algun tipo de RAM, entre las que podemos destacar para:

1. Metotrexato [240-242]:

Toxicidad hepatica definida como el incremento de tres veces los
valores normales de las enzimas hepaticas: Aspartato Aminotransferasa
(AST) y Alanino Aminotransferasa (ALT), en ausencia de una elevacién
previa de las enzimas, marcadores positivos de hepatitis viral o
consumo de alcohol de forma crénica y/o aguda.

RAM gastrointestinales (diarreas, mucositis).

RAM dermatoldgicas (rash).

RAM pulmonares (fibrosis).

RAM hematoldgicas (neutropenia, trombocitopenia).

2. Leflunomida [243]:

RAM gastrointestinales (diarreas, nauseas y vomitos).

Desarrollo de Hipertensién Arterial (HTA), definida como un aumento en
los valores de tensidn arterial por sobre 140/90 mm Hg.

Toxicidad hepdtica definida como el incremento de tres veces los
valores normales de las enzimas hepaticas: Aspartato aminotransferasa
(AST) y Alanino aminotransferasa (ALT), en ausencia de una elevacién
previa de las enzimas, marcadores positivos de hepatitis viral o

consumo de alcohol de forma crénica y/o aguda.

3. Etanercept [244]:

Infecciones al tracto respiratorio alto.

Infecciones y dolor en el sitio de inyeccion.
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RAM hematolégicas (neutropenia, leucopenia, trombocitopenia, anemia
aplasica).
RAM dermatoldgicas (rash).

Dolor de cabeza.

4. Adalimumab

Infecciones al tracto respiratorio alto.

Infecciones y dolor en el sitio de inyeccion.

RAM hematolégicas (neutropenia, leucopenia, trombocitopenia, anemia
aplasica).

Hiperlipidemia.

Sinusitis.

Dolor de cabeza.

Para cada una de estas RAM fueron descritas su duracién, frecuencia y severidad. Se

realizé una evaluacion de su causa y su relacién con la medicacién en estudio. En los

casos en los cuales fuese necesario se describié si requeria tratamiento especifico.

Todos aquellos pacientes que no experimentaron una RAM durante el periodo de

estudio se consideraron sin toxicidad.

La toxicidad a los medicamentos fue evaluada a los 6 y 12 meses de tratamiento.

111.3.4.3 Analisis Estadistico

Las diferencias encontradas fueron analizadas utilizando el test de Chi-cuadrado o de

Fisher. La diferencia entre la distribucién de genotipos para la eficacia y toxicidad

fueron analizadas utilizando tablas 3 x 2 para cada genotipo. Se consideré como

estadisticamente significativo valores de p<0.05. La fuerza de la asociacién entre los

pacientes con AR y los genotipos fueron estimados usando el Odds Ratio (OR) con un

Intervalo de Confianza (IC) del 95%. Se utilizd el programa estadistico IBM SSPS 19.0

(Chicago, Ill, USA) para Windows®.
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IV.1 RESULTADOS SFT DE PACIENTES CON AR

IV.1.1 Caracteristicas de la poblacién en estudio

En este estudio se incluyd un total de 67 pacientes con diagndstico de AR, a los cuales
se les administré un agente bioldgico, de acuerdo a la respuesta terapéutica que
presentaron cada uno de ellos. Por esta razén, en el andlisis de los datos se encontré
gue 36 pacientes recibieron adalimumab (Humira®) y 44 etanercept (Enbrel®) durante
el periodo del estudio.

A todos ellos se les realizé un SFT utilizando la metodologia Dader, por un periodo de
24 meses, en el cual los pacientes asistieron a un minimo de 10 evaluaciones con el
farmacéutico.

Las caracteristicas generales de la poblacidn que participd en el estudio se detallan en

la Tabla 13.

Tabla 13. Caracteristicas generales de la poblacidn en tratamiento con anti TNF-a.

Caracteristicas Valores (n=67)
Demograficas
Edad (afios) 52.7 +13.706
Sexo (femenino/masculino) (%) 80.6/19.4
Estado de la enfermedad
Duracion de la Enfermedad (afios) 7.2 +6.044
Enfermedades concomitantes 1.9+1.510
Tratamiento
Medicamentos Totales 6.7 +1.698
Medicamentos Artritis 3.7+0.884
FAME Totales 1.5+ 0.659
FAME Actuales 0.82+0.601
Humira /Enbrel (meses) 22.6 +6.478/25.7 +9.11
DAS 28 Inicio 49+1.22
DAS 28 Actual 3.610.472
A DAS 28 1.3+1.394

Valores presentados como Promedio + DS.

Es importante destacar que este tipo de pacientes, debido tanto a su enfermedad,

como a las patologias asociadas, recibe un elevado nimero de medicamentos (6.7 *
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1.698) y por lo tanto, existe un alto riesgo de que hayan presentado Resultados
Negativos a la Medicacion (RNM).

Cuando analizamos los medicamentos que se le administraron a los pacientes,
encontramos que el 91.0% de ellos recibidé algin tipo de FAME. De éstos, el mas
utilizado durante el periodo de estudio fue el MTX (56%), seguido por la

administracién de leflunomida (35%) y los demds FAMEs sintéticos (Grafico 1).

36,1% 35,7%

4,1% 1%

B MTX O Leflunomida B Hidroxicloroquinina B Sulfasalazina

Grafico 1. Porcentaje FAMEs mas utilizados por los pacientes de AR que participaron
en el estudio.

Por otra parte, al analizar los medicamentos concomitantes utilizados por los
pacientes, encontramos que todos ellos recibieron algun tipo de Inhibidor de la Bomba
de Protones (omeprazol o lansoprazol), el 85.1% recibidé algin tipo de corticoides
(principalmente prednisona) y el 71.6% recibié algin tipo de AINEs (principalmente
paracetamol). Los medicamentos mds utilizados por éstos pacientes se muestran en el

Grafico 2.
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15,67%

20,00% 2,40%

19,00%

22,33%
4,60% 16,00%
@ Corticosteroides @ AINEs
O Benzodiazepinas B Inhibidores de la bomba de protones
M Calcio O Bifosfonatos

O Opiaceos

Grafico 2. Porcentaje de medicamentos mds utilizados por los pacientes.

IV.1.2 Resultados Negativos a la Medicacion (RNM)

Durante la realizacién de las entrevistas, se detectaron un total de 123 RNM en los 67
pacientes, con un promedio de 1.9 + 0.958 RNM por cada uno de ellos.

Cuando analizamos los RNM detectados, observamos que para los pacientes que
recibieron tratamiento con adalimumab y etanercept se encontraron 58 (1.5 + 0.862
por paciente) y 65 (1.5 + 0.927 por paciente) RNM respectivamente; siendo las RNM de
seguridad las que se encontraron en mayor nimero, seguidas de las de eficacia y las de
necesidad (para el caso de los dos grupos).

En el Grafico 3 se describe la frecuencia de aparicidon de los RNM en los pacientes de
éste grupo.

Es importante destacar, que la mayoria de los RNM de inseguridad que se
desarrollaron en los pacientes del grupo que recibié adalimumab, fueron debidas a las
terapias concomitantes (en particular a la utilizaciéon de algun tipo de FAME) y no a la
utilizacion del agente biolégico. En efecto, sélo el 23.3% de los pacientes que
presentaron un RNM de inseguridad fue debido a la terapia biolégica. Por otra parte,
los RNM de inefectividad fueron relacionados con la pérdida de eficacia del agente

bioldgico.
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46,6%

1,7%

B Necesidad O Inefectividad B Inseguridad

Grafico 3. Distribucidn de frecuencias de RNM observados en los pacientes con
adalimumab.

Ademads, cabe destacar que durante el periodo del estudio, se produjeron un total de
17 cambios de tratamiento del agente bioldgico (a etanercept ¢ rituximab
dependiendo del caso), debido a la pérdida de la efectividad asociada a este tipo de
medicamento.

Para el caso del grupo que recibid terapia biolégica con etanercept, al igual que en el
caso anterior, los RNM de inseguridad que presentaron los pacientes, fueron asociados
principalmente a la utilizacion de los FAME. Sélo el 5% de éstos RNM fueron
relacionados a la administracidon del agente bioldgico, en cuyo caso fue necesario el
reemplazo por otra terapia biolégica. Por otra parte, los RNM de inefectividad
estuvieron asociados tanto a la utilizaciéon del agente bioldgico (12.5% del total de
pacientes recibiendo este farmaco), como a la utilizacién de los FAME (MTX y
leflunomida).

En el Grafico 4 se describe la distribucién de frecuencias de aparicidon de los RNM en

los pacientes de éste grupo.
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36,9% 1,5%

B Necesidad O Inefectividad B Inseguridad

Grafico 4. Distribucién de frecuencia de RNM observados en los pacientes con

etanercept.

En el caso de este grupo, se observaron 8 cambios de tratamientos (a rituximab ¢

tocilizumab) debido a la pérdida de efectividad asociada a este anti TNF-a.

Al comparar el numero total de RNM entre ambos grupos, se observé que no existian

diferencias estadisticamente significativas entre ambos (p>0.05).

IV.1.3 Problemas Relacionados con los Medicamentos (PRM)

Cuando se analizaron las causas de los RNM que experimentaron los pacientes (n=67),

se encontré que ellos experimentaron un total de 124 PRM, con un promedio de 2.0 +

1.115 PRM por cada uno de ellos.

Al igual como en el caso de los RNM, se separo el total de pacientes en dos grupos, y se

encontré que los pacientes que recibieron adalimumab presentaron 69 PRM (1.8 +

0.955 por cada paciente), mientras que en el grupo de etanercept se observaron 70

PRM (1.6 + 1.087 por cada paciente). Es importante destacar, que existié el caso de

pacientes que recibieron los dos anti TNF-a durante el periodo de estudios,

presentando diferentes PRM mientras recibian esa terapia.

Para ambos grupos, la frecuencia de PRM presentados se detalla en el Grafico5y 6.
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B RAM B Interaccidén medicamentosa O Duplicidad B Adherencia B Necesidad

Grafico 5. Distribucion de frecuencias de PRM presentados por pacientes con
adalimumab.

14,70%
5,90% 2,90%

61,80%
H RAM E Interaccion medicamentosa
O Duplicidad B Adherencia
B Necesidad O Administracion errénea

Grafico 6. Distribucion de frecuencias de PRM presentados por pacientes con
etanercept.

Al observar ambos graficos llama la atencién el alto porcentaje de aparicion de RAM
(44.9% vy 61.8% en cada grupo), y en éste punto es importante destacar, que este PRM

fue la principal causa de aparicién de RNM de seguridad en ambos grupos de

pacientes.
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Cuando analizamos el total de RAM experimentadas por nuestros pacientes
(independientemente de cada uno de los grupos), observamos que el mayor
porcentaje de ellas estaban asociadas a la terapia concomitante con un FAME (MTX y
leflunomida), encontrandose para el total de pacientes un promedio de 1.0 + 0.869
RAM por cada uno de ellos. Por esta razén se decidié analizar los factores que
pudiesen haber influenciado en la aparicion de las RAM.

Cuando se estudid la influencia de la edad (adulto joven y paciente geriatrico), el sexo
y el nimero de medicamentos concomitantes (presencia de polimedicacién), no se
encontré ninguna influencia significativa en la aparicion de RAM. Por lo que pueden

ser otros los factores que la desencadenan.

Tabla 14. Analisis de la influencia de la edad, sexo y polimedicacidn sobre la presencia
de RAM en los pacientes.

Caracteristicas % RAM % Sin RAM p
Edad
< 65 afos 62.7 (32) 37.3(19) 0451
> 65 afios 68.8 (11) 31.2(5) '
Sexo
Femenino 63.0 (34) 37.0(20) 0.468
Masculino 69.2 (9) 30.8 (24) '
Medicamentos Totales
1-5 61.1(11) 38.9(7)
6-15 65.3 (32) 34.7 (17) 0.483

Por otra parte, al analizar los Graficos 5 y 6, observamos que los pacientes de ambos
grupos presentan una porcentaje importante de incumplimiento de la terapia
administrada (18.8% y 14.7% en cada grupo). Sin embargo, es importante destacar,
gue la adherencia a la terapia biolégica es de un 100.0% por parte de los pacientes, y
por lo tanto, este incumplimiento en el tratamiento, se observé en el consumo de
medicamentos concomitantes a la terapia con anti TNF-a (principalmente corticoides y

preparados de calcio).
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IV.2 ESTUDIO FARMACOGENETICO Y ANALISIS DE LA RESPUESTA Y TOXICIDAD DEL
TRATAMIENTO DE LA AR.

Este estudio incluyé a los 67 pacientes que participaron en el SFT. Para realizar un
completo andlisis de los polimorfismos que ellos presentaban, y poder asociarlos a sus
respectivos efectos farmacoldgicos y/o toxicidades, se separaron en distintos grupos
de acuerdo a la medicacién que estaban recibiendo en el momento de la realizacidn
del genotipado. De esta forma se clasificaron en los siguientes grupos como se muestra

en la Figura 7:

Pacientes con AR
(n=67)

!

Pacientes en SFT

(n=67)
Pacientes etanercept Pacientes adalimumab
(n=44) (n=36)
Pacientes con MTX y leflunomida Pacientes con MTX y leflunomida
(n=30) (n=15) (n=23) (n=13)

Figura 7. Clasificacion de los pacientes para el estudio farmacogenético, segun la medicacion
gue estaban recibiendo.

Es importante destacar que a los pacientes que recibieron adalimumab o etanercept y
no respondieron a la terapia como se esperaba, se les sustituyé el medicamento por
otro anti TNF-a, de acuerdo a los protocolos establecidos por Comisidn Asesora Local

(CAL) para el uso de terapias bioldgicas del HUVN. Por esta razén a los pacientes que
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estaban recibiendo adalimumab y no respondieron al tratamiento, se les cambié su
medicacién a etanercept. Sin embargo, el genotipado se realizdé en el momento en que
el paciente fue reclutado para formar parte del estudio, segun los criterios de inclusiéon
y exclusidn propuestos en la metodologia, independiente del cambio y/o sustitucidn
de la terapia bioldgica.

A los pacientes que recibieron etanercept o adalimumab durante el periodo de estudio

se les realizé el genotipado de los siguientes polimorfismos:

a. TNF-a G308A (n=64)
b. TNF-a C857T (n=65)
c. 1L10 G1082A (n=64)
d. TNFR1B T587G (n=67)

Como se observa en el listado anterior, debido a diversos factores (diferencias en la
calidad y/o cantidad del ADN) no se pudo obtener el genotipado de todos los
pacientes.
Por otra parte, como se observa en la Figura 7, la mayoria de los pacientes a los cuales
se les realizé el SFT estaban recibiendo algin FAME concomitante, por lo tanto, se
realizé un andlisis desde el punto de vista farmacogenético, por separado, de aquellos
pacientes que estaban recibiendo MTX (n=53) y leflunomida (n=28). Muchos de éstos
pacientes recibieron mds de 1 FAME durante el periodo de estudio. A todos ellos se les
realizaron los siguientes genotipados:
® Metotrexato
a) MTHFR C677T (n=67) y A1298C (n=67)
b) RFC-1 G80A (n=67)
c) ABCB1 C3435T (n=64)
¢ Leflunomida

a) CYP 1A2 A163C (n=64)
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IV.2.1 Distribucion de Frecuencias de Polimorfismos Relacionados con la

Administracion de Anti TNF-a

Cuando se realizé el genotipado de los pacientes con AR (n=67), se encontré que para
el polimorfismo TNF G308A, el 90.6% de ellos presentaron el genotipo GG (wild type),
el 9.4% el genotipo heterocigoto AG y ninguno de ellos presentd el genotipo
homocigoto AA. Del mismo modo, para el SNP TNF C857T el 77.0% de los pacientes
presentaron el genotipo CC (wild type), el 21.5% el genotipo heterocigoto CT y sélo el
1.5% el genotipo homocigoto TT. Ademas, se realizd6 una comparacién con los datos
obtenidos por nuestro estudio y frecuencias de genotipos detallados por otros
investigadores [245-246] y los publicados en la base de datos HapMap. No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas (p>0.05) entre las

distribuciones de frecuencias genotipicas encontradas. (Grafico7).

1001
90
80
70
60
50
40
30
20
101

(%) Frecuencia Genotipo

G308G | G308A | A308A | C857C | C857T | T857T

B Pacientes 90,6 9,4 0 77 21,5 1,5
B Control 68,5 259 5,6 56 40 4
OHapMap CEU| 67,3 31 1,7 90 6,7 3,3

Grafico 7. Distribucion de frecuencias genotipicas de los polimorfismos de TNF G308A y C857T
de la poblacidén en estudio, poblacién control y HapMap.

Por otra parte, se analizaron los polimorfismos de IL-10 G1082A y TNFR1B T587G, y se
encontré que para el primer SNP el 17.2% de los pacientes presentaba el genotipo GG

(wild type), el 53.1% el genotipo heterocigoto GA y el 29.7% el genotipo homocigoto
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AA. Para el segundo SNP se encontré que el 55.2% de los pacientes presentaba el
genotipo TT (wild type), el 41.8% el genotipo heterocigoto GT y sélo el 3% de ellos
presentd el genotipo homocigoto GG. Al realizar las mismas comparaciones con los
datos obtenidos por otros investigadores [247-248] y HapMap, tampoco se
encontraron diferencias estadisticamente significativas (p>0.05) entre las

distribuciones de frecuencias genotipicas encontradas. (Grafico8).

1007
907
807
707
60
50
407
30
207
107

(%) Frecuencia Genotipo

G1082G | G1082A | A1082A | T587T | T857G | G587G

B Pacientes 17,2 53,1 29,7 55,2 41,8 3
B Control 14,6 46,6 38,8 60 32,4 7,6
OHapMap CEU| 27,4 51,3 21,2 54,9 42,5 2,7

Grafico 8. Distribucion de frecuencias genotipicas de los polimorfismos de 11-10 G1082A y
TNFR1B T587G de la poblacién en estudio, poblacién control y HapMap.

Para saber si los genotipos de estos SNPs se regian por las leyes de la genética de
poblaciones, se les realizé la prueba de Hardy-Weinberg (Tabla 15). Como en todos los

polimorfismos los p>0.05, todos os genotipos cumplen esta ley.

Tabla 15. Valores de la prueba de Hardy-Weinberg para los genotipos obtenidos de los
SNPs relacionados con el tratamiento anti TNF-a.

Polimorfismo P’ q 2pq X p
TNF G308A 0.972 1.96 x 10" 0.027 0.014 0.986
TNFC857T 0.694 0.028 0.278 0.167 0.833
IL-10 G1082A 0.186 0.323 0.490 0.569 0.431
TNFR1B T587G 0.524 0.076 0.390 0.276 0.724

P?: aa (wild type); g°: AA (homocigoto); 2pg: aA (heterocigoto); x*: chi cuadrado.
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1V.2.2 Estudio Farmacogenético de Respuesta a Adalimumab

En este estudio se incluyeron 38 pacientes, lo cuales recibieron una dosis de 40 mg de
adalimumab cada 14 dias como terapia bioldgica para el tratamiento de la AR. De
éstos, el 78.9% de ellos presentd una buena respuesta al tratamiento (segun los
criterios de la EULAR) tras 12 meses de administracion. A todos los pacientes que no
respondieron adecuadamente al uso de esta medicacidn durante este periodo, se les
sustituyd la terapia por otro anti TNF-a. De los 30 pacientes que continuaron con
adalimumab, a los 24 meses de tratamiento el 63.3% de ellos continuaban
presentando una buena respuesta.

Ademas se encontrd que el 26.7% y el 63.6% de los pacientes que no respondieron al
tratamiento a los 12 y 24 meses respectivamente, no estaban recibiendo algin FAME
concomitantemente (MTX, leflunomida, hidroxicloroquina o sulfasalazina). Ademas, se
encontrd que a los 24 meses de tratamiento, los pacientes que no recibieron un FAME
concomitantemente, tenian una mayor probabilidad de no responder adecuadamente
al tratamiento con adalimumab (OR: 0.1523; IC: [0.030-0.755]). Los datos

correspondientes se detallan en la Tabla 16.

Tabla 16. Asociacion entre el uso de un FAME concomitante y la respuesta al
tratamiento con adalimumab a los 12 y 24 meses de tratamiento.

% % No % % No
Respondedores respondedores Respondedores respondedores
FAME p
(n) (n) (n) (n)
12 Meses 12 Meses 24 Meses 24Meses
sl 82.6 (19) 17.4 (4) 0.385 78.9 (15) 21.1 (4) 0.047°
NO 73.3(11) 26.7 (4) 36.4 (4) 63.6 (7)
*: p<0.05.

Por otra parte, del total de pacientes que recibieron esta medicacion, el 18.4% de ellos
experimentd algun tipo de RAM durante el periodo de estudio. De éstos pacientes, el
57.1% no pudo continuar utilizando el mismo medicamento (RAM moderada a severa)
y se les tuvo que sustituir el tratamiento por otro anti TNF-a (en el 71.4% de los casos

observados, se cambio por etanercept)
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Cuando analizamos las frecuencias genotipicas de los pacientes con AR que recibieron
adalimumab (n=38), encontramos que la frecuencia genotipica de los polimorfismos
anteriormente analizados varia con respecto a las frecuencias obtenidas para la
totalidad de los pacientes de AR que participaron en el estudio, como se observa en la

Tabla 17.

Tabla 17. Frecuencia de genotipos de los pacientes que recibieron adalimumab.

Polimorfismo Genotipo % (n) % Control

TNF-G308A

(rs1800629)
GG 97.2 (35) 68.5
GA 2.8 (1) 25.9
AA 0.0 (0) 5.6

TNF-C857T

(rs1799724)
cc 69.4 (25) 56.0
cT 27.8(10) 40.0
T 2.8 (1) 4.0

IL 10 G1082A

(rs1800896)
GG 16.7 (6) 14.6
GA 52.8 (19) 46.6
AA 30.5 (11) 38.8

TNFR1B T587G

(rs1061622)
T 50.0 (19) 60.0
TG 44.7 (17) 324
GG 5.3(2) 7.6

TNF G308A GG: wild type; GA: heterocigoto; AA: homocigoto; TNF C857T CC: wild type; CT:
heterocigoto; TT: homocigoto; IL-10 G1082A GG: wild type; GA: heterocigoto; AA: homocigoto;
TNFR1B TT: wild type; GT: heterocigoto; TT: homocigoto.

Por otra parte, cuando se analizd la posible asociacién entre los polimorfismos
encontrados y la respuesta al tratamiento con adalimumab a los 12 meses, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas (p>0.05) entre ambos grupos ni
para los diferentes genotipos, ni para los alelos.

En la Tabla 18 se detallan las frecuencias de genotipos y alelos encontrados para cada

uno de los polimorfismos estudiados.
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Tabla 18. Asociacidn entre los diferentes genotipos de los polimorfismos y la respuesta
al tratamiento con adalimumab a los 12 meses de tratamiento.

% % No
Polimorfismo Genotipo/alelo  Respondedores Respondedores p
(n) (n)
TNF G308A NC
(rs1800629)
GG 77.1(27) 22.9 (8)
GA 100.0 (1) 0.0 (0)
AA 0.0 (0) 0.0 (0)
G 77.5 (55) 22.5(16) 0.414
A 100.0 (1) 0.0 (0) 0.414
TNF C857T NC
(rs1799724)
cc 76.0 (19) 24.0 (6)
cT 80.0 (8) 20.0 (2)
T 100.0 (1) 0.0 (0)
C 80.0 (46) 20.0 (14) 1.00
T 83.3 (10) 16.7 (2) 1.00
IL-10 G1082A
(rs1800896) 0.761
GG 66.7 (4) 33.3(2)
GA 78.9 (15) 21.2 (4)
AA 81.8(9) 18.2 (2)
G 74.2 (23) 25.8 (8) 0.575
A 80.5 (33) 19.5 (8) 0.575
TNFR1B T587G NC
(rs1061622)
T 78.9 (15) 21.2 (4)
GT 76.5 (13) 23.5 (4)
GG 100.0 (2) 0.0 (0)
T 78.2 (43) 21.8(12) 0.960
G 80.9 (17) 19.1 (4) 0.960

TNF G308A GG: wild type; GA: heterocigoto; AA: homocigoto; TNF C857T CC: wild type; CT:
heterocigoto; TT: homocigoto; IL-10 G1082A GG: wild type; GA: heterocigoto; AA: homocigoto;
TNFR1B TT: wild type; GT: heterocigoto; TT: homocigoto. NC: No se puede calcular.

Se realizd el mismo analisis a los 24 meses de tratamiento con adalimumab, sin
embargo, tampoco se encontrd ninguna asociacion, ni para los diferentes genotipos, ni

para los alelos correspondientes (p>0.05). En la Tabla 19 se detallan estos resultados.
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Tabla 19. Asociacidn entre los diferentes genotipos de los polimorfismos y la respuesta
Al tratamiento con adalimumab a los 24 meses de tratamiento.

TNF G308A NG
(rs1800629)
GG 67.9 (18) 33.3(9)
GA 100.0 (1) 0.0 (0)
AA 0.0 (0) 0.0 (0)
G 67.3 (37) 32.7 (18) NC
A 0.0 (0) 0.0 (0) NC
TNF C857T
(rs1799724) 0.379
cc 73.7 (14) 26.3 (5)
cT 50.0 (4) 50.0 (4)
T 100.0 (1) 0.0 (0)
C 69.5 (32) 30.5 (14) 0.557
60.0 (6) 40.0 (4) 0.557
IL-10 G1082A
(rs1800896)
GG 75.0 (3) 25.0 (1)
GA 73.3 (11) 26.7 (4)
AA 55.6 (5) 44.4 (4)
G 73.9 (17) 26.1 (6) 0.303
A 63.6 (21) 36.4 (12) 0.303
TNFR1B T587G
(rs1061622) 0-116
T 50.0 (7) 50.0 (7)
GT 83.3 (10) 16.7 (2)
GG 100.0 (2) 0.0 (0)
T 52.9 (24) 47.1(16) 0.094
G 33.3(14) 66.7 (2) 0.094

TNF G308A GG: wild type; GA: heterocigoto; AA: homocigoto; TNF C857T CC: wild type; CT:
heterocigoto; TT: homocigoto; IL-10 G1082A GG: wild type; GA: heterocigoto; AA: homocigoto;
TNFR1B TT: wild type; GT: heterocigoto; TT: homocigoto; NC: No se puede calcular.
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IV.2.3 Estudio Farmacogenético y Andlisis de la Respuesta a Etanercept

En este estudio se incluyeron 44 pacientes, lo cuales recibieron una dosis de 50 mg de
etanercept a la semana como terapia bioldgica para el tratamiento de la AR. De éstos,
el 90.9% de ellos presentd una buena respuesta al tratamiento (segun los criterios de
la EULAR) tras 12 meses de su administracion. A todos los pacientes que no
respondieron adecuadamente al uso de esta medicacién durante este periodo se les
sustituyd la terapia por otro anti TNF-a. De los 40 pacientes que continuaron
recibiendo etanercept después de 24 meses de tratamiento, el 87.5% de ellos
presentaron una buena respuesta al medicamento.

Ademads se encontrd, que de los pacientes que no obtuvieron una buena respuesta a
adalimumab tras 12 y 24 de meses de tratamiento, el 25.0% y el 33.3% de ellos no
estaban recibiendo concomitantemente algun tipo de FAME (Tabla 20). Ademas se
observa que los pacientes que recibieron esta medicacion concomitantemente,
podrian presentar una mejor respuesta al tratamiento con etanercept tras 24 meses

de tratamiento (OR=0.061 IC= [0.004-0.828]).

Tabla 20. Asociacion entre el uso de un FAME concomitante y la respuesta al
tratamiento con etanercept a los 12 y 24 meses de tratamiento.

% % No % % No
Respondedores Respondedores Respondedores Respondedores
FAME p
(n) (n) (n) (n)
12 Meses 12 Meses 24 Meses 24Meses
| 94.4 (34) 5.6 (2) 0.145 97.1(33) 2.9(1) 0.054
NO 75.0 (6) 25.0 (2) 66.7 (4) 33.3(2)

Por otra parte, del total de pacientes que recibieron esta medicacion, solo el 4.5% de
ellos experimenté alguna RAM durante el periodo en el cual estuvieron recibiéndolo, y

se les tuvo que sustituir la medicacién por otro anti TNF-a.

Cuando se realizd el genotipado de los polimorfismos implicados en la eficacia de
etanercept, encontramos que los pacientes que recibieron esta medicacién

presentaron las siguientes frecuencias de genotipos (Tabla 21):
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Tabla 21. Frecuencia de genotipos de los pacientes que recibieron etanercept.

Polimorfismo Genotipo % (n) % Control

TNF-G308A

(rs1800629)
GG 88.1(37) 68.5
GA 11.9 (5) 25.9
AA 0.0 (0) 5.6

TNF-C857T

(rs1799724)
cc 80.9 (34) 56.0
cT 19.1 (8) 40.0
T 0.0 (0) 4.0

IL10 G1082A

(rs1800896)
GG 19.1(8) 14.6
GA 52.4 (22) 46.6
AA 28.5 (12) 38.8

TNFR1B T587G

(rs1061622)
T 59.1 (26) 60.0
TG 38.6 (17) 324
GG 2.3(1) 7.6

TNF G308A GG: wild type; GA: heterocigoto; AA: homocigoto; TNF C857T CC: wild type; CT:
heterocigoto; TT: homocigoto; IL-10 G1082A GG: wild type; GA: heterocigoto; AA: homocigoto;
TNFR1B TT: wild type; GT: heterocigoto; TT: homocigoto.

Por otra parte, cuando se analizdé la posible asociacién entre los polimorfismos
encontrados y la respuesta al tratamiento por parte de los pacientes que lo recibieron,
a los 12 de tratamiento, no encontramos la existencia de diferencias estadisticamente
significativas ni para los genotipos, ni para los alelos (p>0.05) entre ambos grupos. Esto
implicaria que no existiria una relacion entre estos dos factores, para este
medicamento.

En la Tabla 22 se detallan las frecuencias de genotipos y alelos encontrados para cada

uno de los polimorfismos estudiados.
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Tabla 22. Asociacidén entre los diferentes genotipos de los polimorfismos y la respuesta
al tratamiento con etanercept a los 12 meses de tratamiento.

. . . % Respondedores % No
Polimorfismo Genotipo/alelo n) e s p
TNF G308A NC
(rs1800629)
GG 91.9 (34) 8.1(3)
GA 80.0 (4) 20.0 (1)
AA 0.0 (0) 0.0 (0)
G 91.1(72) 8.9(7) 0.402
A 80.0 (4) 20.0 (1) 0.402
TNF C857T NC
(rs1799724)
cC 88.2 (30) 11.8 (4)
cT 100 (8) 0(0)
T 0.0 (0) 0.0 (0)
C 89.5 (68) 10.5 (8) 0.875
T 100.0 (8) 0.0 (0) 0.875
IL-10 G1082A
(rs1800896) 0.524
GG 100.0 (8) 0.0 (0)
GA 86.4 (19) 13.6 (3)
AA 91.7 (11) 8.3 (1)
G 92.1(35) 7.9 (3) 0.469
A 89.1 (41) 10.9 (5) 0.469
TNFR1B T587G
(rs1061622) 0.398
T 92.3 (24) 7.7 (2)
GT 94.1 (16) 5.9 (1)
GG 0.0 (0) 100.0 (1)
T 92.8 (64) 7.2 (5) 0.362
G 84.2 (16) 15.8 (3) 0.362

TNF G308A GG: wild type; GA: heterocigoto; AA: homocigoto; TNF C857T CC: wild type; CT:

heterocigoto; TT: homocigoto; IL-10 G1082A GG: wild type; GA: heterocigoto; AA: homocigoto;
TNFR1B TT: wild type; GT: heterocigoto; TT: homocigoto. NC: No se puede calcular.

Realizando el mismo analisis a los 24 meses de tratamiento, tampoco se encontrd

ningun tipo de asociacion, tanto a nivel de los genotipos, como de los alelos (p>0.05).

En la Tabla 23 se detallan estos resultados.
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Tabla 23. Asociacidén entre los diferentes genotipos de los polimorfismos y la respuesta
al tratamiento con etanercept a los 24 meses de tratamiento.

% Respondedores % No Respondedores

Polimorfismo Genotipo/alelo (n) (n)
TNF G308A NC
(rs1800629)
GG 88.2 (30) 11.8 (4)
GA 100.0 (4) 0.0 (0)
AA 0.0 (0) 0.0 (0)
G 88.9 (64) 11.1(8)
A 100.0 (4) 0.0 (0)
TNF C857T NC
(rs1799724)
cC 90.6 (29) 9.4 (3)
CT 83.3(5) 16.7 (1)
1T 0.0 (0) 0.0 (0)
C 90.0 (63) 10.0(7) 0.855
T 83.3 (5) 16.7 (1) 0.855
IL-10 G1082A
(rs1800896) 0.450
GG 85.7 (6) 14.3 (1)
GA 85.7 (18) 14.3 (3)
AA 100.0 (10) 0.0 (0)
G 85.7 (30) 14.3 (5) 0.541
A 92.7 (38) 7.3(3) 0.541
TNFR1B T587G
(rs1061622) 0.528
1T 88.7 (21) 11.3(3)
GT 92.9(13) 7.1(1)
GG 0.0 (0) 0.0 (0)
T 87.1(55) 12.9(7) 0.979
G 92.9 (13) 7.1(1) 0.979

TNF G308A GG: wild type; GA: heterocigoto; AA: homocigoto; TNF C857T CC: wild type; CT:
heterocigoto; TT: homocigoto; IL-10 G1082A GG: wild type; GA: heterocigoto; AA: homocigoto;
TNFR1B TT: wild type; GT: heterocigoto; TT: homocigoto. NC: No se puede calcular.
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1V.2.4 Distribucion de Frecuencias de Polimorfismos Relacionados con Metotrexato

De la misma manera en que se realizé el genotipado de los polimorfismos asociados a
los anti TNF-a a todos los pacientes que participaron en el estudio(n=67), para poder
obtener la frecuencia de los genotipos y alelos de nuestra poblacién, se realizé un
genotipado para los polimorfismos asociados al tratamiento con MTX: MTHFR C677T,
MTHFR A1298C, RFC-1 G80A y ABCB1 C3435T. Los resultados obtenidos se compararon
con una poblacién de igual nUmero que no presentaba la enfermedad (grupo control).
Para el caso de los polimorfismos del MTHFR, se encontré que para el MTHFR C677T,
existiria una mayor frecuencia del genotipo TT en nuestra poblacion (38.8%) en
comparacion a nuestra poblacion control (14.9%). Del mismo modo, se encontré que la
frecuencia de apariciéon del alelo T en nuestra poblacién con AR, era superior a la
encontrada en los pacientes que no presentaba la enfermedad (OR: 1.677 [1.031-0.726]).
Por otro lado, para el SNP MTHFR A1298C no se encontraron diferencias entre los dos

grupos analizados (Tabla 24).

Tabla 24. Comparacién de frecuencia de genotipos y alelos entre pacientes con ARy
controles (prueba de x’; correccién de Yates).

% Pacientes % Pacientes
Polimorfismo Genotipo/alelo con AR sin AR p
(n) (n)
MTHFR C677T
(rs1801133) 0.077
cc 29.9 (20) 38.8 (26)
cT 38.8 (26) 46.3 (31)
T 31.3(21) 14.9 (10)
C 49.3 (66) 61.9 (83) 0.049
T 50.7 (68) 38.1(51) 0.049°
MTHFR A1298C
(rs1801131) 0.253
AA 59.7 (40) 47.8 (32)
AC 32.8(22) 37.3(25)
cC 7.5 (5) 14.9 (10)
A 76.1 (102) 66.4 (89) 0.105
C 23.9(32) 33.6 (45) 0.105

MTHFR C677T CC: wild type, CT: heterocigoto; TT: homocigoto; MTHFR 1298 AA: wild type, AC:
heterocigoto, CC: homocigoto; *: p<0.05.



IV. RESULTADOS

Al comparar los resultados obtenidos en el presente estudio, con los reportados por la

base de datos HapMap, observamos que la frecuencia del genotipo TT para el

polimorfismo MTHFR C677T encontrada en nuestros pacientes, es muy superior a las

informadas por ellos. Sin embargo, al analizar la frecuencia de genotipos del SNP

MTHFR A1298C documentadas por esa base de datos, observamos que son muy

similares a las encontradas en nuestro estudio (Grafico 9).
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Grafico 9. Distribucion de frecuencias genotipicas de los polimorfismos de MTHFR C67T y
A1298C de la poblacién en estudio, poblacién control y HapMap.

Para saber si los genotipos de estos SNPs se regian por las leyes de la genética de

poblaciones, se les realizé la prueba de Hardy-Weinberg (Tabla 25). Encontramos que

para el caso del polimorfismo MTHFR C677T, no se cumple la ley de genética de

poblaciones (p<0.05), y por lo tanto, las frecuencias encontradas pueden ser debidas a

mutaciones relacionadas con la enfermedad o a factores ambientales.
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Tabla 25. Valores de la prueba de Hardy-Weinberg para los genotipos obtenidos de los
SNPs del MTHFR.

Polimorfismo P q 2pq x? p
MTHFR C677T 0.243 0.257 0.499 5.01 <0.02"
MTHFR A1298C 0.579 0.057 0.363 0.97 >0.05

P?: aa (wild type); g°: AA (homocigoto); 2pg: aA (heterocigoto); ¥*: chi cuadrado; *: p<0.05.

Por otra parte, cuando analizamos los polimorfismos a nivel de los receptores que
participan en la via de los folatos, RFC-1 G80A y ABCB1 C3435T, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre la poblacion estudiada y el grupo

control (Tabla 26).

Tabla 26. Comparacién de frecuencia de genotipos y alelos entre pacientes con ARy
controles (prueba de x?; correccion de Yates).

% Pacientes % Pacientes sin

Polimorfismo Genotipo/alelo con AR AR (n) p
(n)
RFC-1 G80A
(rs1051266) 0.780
GG 29.9 (20) 33.8(23)
GA 50.7 (34) 43.8 (30)
AA 19.4 (13) 22.4 (14)
G 56.0 (74) 56.7 (76) 0.902
A 44.0 (60) 43.3 (58) 0.902
ABCB1 C3435T
(rs1045642) 0.363
cC 26.6 (17) 17.2 (11)
cT 48.4 (31) 59.4 (38)
T 25.0 (16) 23.4 (15)
C 50.8 (65) 50.7 (60) 0.617
T 49.2(63) 49.3 (68) 0.617

RFC-1 G80A GG: wild type, GA: heterocigoto; AA: homocigoto; ABCB1 C3435T CC: wild type,
CT: heterocigoto, TT: homocigoto.

Cuando se realizé la misma comparacién, con los datos obtenidos por HapMap,
tampoco se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p>0.05). Los

resultados se muestran en el Grafico 10.
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Grafico 10. Distribucion de frecuencias genotipicas de los polimorfismos de RFC-1 G80A y
ABCB1 C3435T de la poblacion en estudio, poblacién control y HapMap.

Para saber si los genotipos de estos SNPs se regian por las leyes de la genética de

poblaciones, se les realizo la prueba de Hardy-Weinberg (Tabla 27).

Tabla 27. Valores de la prueba de Hardy-Weinberg para los genotipos obtenidos de los
SNPs de los receptores involucrados en la via de los folatos.

Polimorfismo P? q 2pq x? p
RFC-1 G80A 0.310 0.196 0.493 1.26 >0.05
ABCB1 C3435T 0.258 0.242 0.499 0.492 0.508

P%: aa (wild type); g°: AA (homocigoto); 2pg: aA (heterocigoto); x*: chi cuadrado.

Para el caso de los genotipos de los dos SNPs, se observa que ambos se rigen por las

leyes de la genética de poblaciones.
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IV.2.5 Estudio Farmacogenético y Andlisis de la Respuesta y Toxicidad a Metotrexato
En este estudid se incluyeron a los 53 pacientes que recibieron MTX en combinacién
con dosis equivalentes de acido félico durante el periodo de estudio. Las

caracteristicas generales de esta poblacidn se detallan en la Tabla 28.

Tabla 28. Caracteristicas generales de la poblacidn con tratamiento con MTX.

Caracteristicas Valores (n=53)
Demogrificas
Edad (afios) 51.7 + 14.369
Sexo (femenino/masculino) 43.0/10.0
Estado de la enfermedad
Inicio de la Enfermedad (rango) (afios) 6.9 + 3.916 (22-2)
Enfermedades concomitantes 1.9+1.510
Tratamiento
Medicamentos Totales 6.8+1.819
FAME Totales 1.9+0.791
FAME Actuales 1.0+0.741
Dosis MTX (rango) (mg/semana) 10+ 2.102 (7.5-15)
Duracion del tratamiento con MTX (meses) 21.6 + 15.425
DAS 28 Inicio 4.87 £1.259
DAS 28 Final 3.60+0.491

Valores presentados como Promedio + DS.

Cuando se analizé la respuesta al tratamiento con MTX, se observé que a los 6 meses
de tratamiento el 81.1% (n=43) de los pacientes fueron buenos respondedores (segln
los criterios de la EULAR). Al analizar a los pacientes no respondedores (n=10), se
encontré que el 30% de ellos estaban recibiendo una dosis de 7.5 mg de MTX a la
semana y el 70% de ellos habian recibido una dosis de 10 mg a la semana.

Al realizar el mismo andlisis a los 12 meses de tratamiento con MTX, se observé que el
porcentaje de buenos respondedores disminuyé a un 54.7% (n=29). De los pacientes
no respondedores al tratamiento (n=24), se encontrd que el 37.5%, 54.2% y el 8.3% de
ellos estaban recibiendo una dosis de 7.5, 10 y 15 mg a la semana respectivamente.
Por otra parte, cuando se analizé la presencia de toxicidad en los pacientes que
recibieron MTX, se observé que el 9.4% y el 49.1% de ellos, experimentd al menos una

RAM a los 6 y 12 meses de tratamiento, respectivamente. Del total de pacientes que
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experimentaron algun tipo de RAM con MTX, el 92.3% de ellos tuvo que descontinuar

su tratamiento con MTX permanentemente debido a las siguientes razones:

a) El 87.5% de ellos presentd una elevacién de las enzimas hepaticas por
sobre los valores normales.

b) El 8.3% de ellos experimentaron RAM gastrointestinales moderadas a
severa.

c) El4.2% de ellos presentd leucopenia.

Por otra parte, cuando analizamos las frecuencias genotipicas de los pacientes con AR
que recibieron MTX (n=53), encontramos que la frecuencia genotipica de los
polimorfismos anteriormente analizados no varia significativamente con respecto a las
frecuencias obtenidas para la totalidad de los pacientes de AR que participaron en el

estudio, como se observa en la Tabla 29.

Tabla 29. Frecuencia de genotipos de los pacientes que recibieron MTX.

Polimorfismo Genotipo % (n)
MTHFR C677T
(rs1801133)
cC 24.5 (13)
cT 45.3 (24)
T 30.2 (16)
MTHFR A1298C
(rs1801131)
AA 58.5 (31)
AC 35.9 (19)
cC 5.6 (3)
RFC-1 G80A
(rs1051266)
GG 33.9(18)
GA 49.1 (26)
AA 17.0(9)
ABCB1 C3435T
(rs1045642)
cC 28.9 (15)
cT 48.1(25)
T 23.0(12)

MTHFR C677T CC: wild type, CT: heterocigoto; TT: homocigoto; MTHFR 1298 AA: wild type, AC:
heterocigoto, CC: homocigoto; RFC-1 G80A GG: wild type, GA: heterocigoto; AA: homocigoto;
ABCB1 C3435T CC: wild type, CT: heterocigoto, TT: homocigoto.
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IV.2.5.1 Asociacion de los Polimorfismos MTHFR C677T y A1298C con la Respuesta y

Toxicidad de Metotrexato

En primer lugar, para poder encontrar alguna asociacion entre la presencia de los
polimorfismos de la MTHFR y la respuesta de MTX, se realizé una comparacion entre
los pacientes que experimentaron una buena respuesta al fdrmaco y aquellos que no
respondieron adecuadamente, a los 6 y 12 meses del tratamiento.

Este estudio no encontrdé una asociacién entre la presencia de los polimorfismos de la
MTHFR C677T 6 A1298C vy la respuesta a MTX ni a los 6, ni a los 12 meses de
tratamiento (p>0.05).

Por otra parte, se realizé el mismo andlisis para buscar una asociacién con la toxicidad
del MTX, y se encontrd que a los 6 meses de tratamiento, no existe ningun tipo de
asociacion (p>0.05) entre ambos polimorfismos y la toxicidad. Sin embargo, al realizar
el andlisis a los 12 meses de tratamiento, se encontrdé que el polimorfismo MTHFR
C677T tiene una asociacidon con la presencia de toxicidad al farmaco (p=0.005). En
efecto, se observa que la presencia del genotipo homocigoto TT podria estar asociada
con el desarrollo de dicha toxicidad. Ademas, se encontré que aquellos pacientes que
presentaron el alelo T, presentaron una mayor frecuencia de toxicidad a éste
medicamento (OR: 3.211 y un IC: [1.451-7.108]).

Para el polimorfismo MTHFR A1298C no se encontrd ninguna asociacidon con la
respuesta a los 12 meses de tratamiento.

El andlisis completo de la asociacidon entre estos dos polimorfismos y la eficacia y
toxicidad de MTX a los 6 y 12 meses de tratamiento, se detallan en las Tablas 30 y 31.
Como estos dos polimorfismos se encuentran dentro del mismo gen, se analizd
también la posible asociacidon entre la presencia de los haplotipos y la respuesta al
tratamiento con MTX. Este estudio, encontrd la existencia de una asociacidon entre la
presencia de los haplotipos E-W y O-W del MTHFR C677T y A1298C con la respuesta a

los 12 meses de tratamiento. Los resultados se encuentran detallados en la Tabla 32.
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Tabla 31. Comparacion de frecuencia de genotipos y alelos entre pacientes que presentaron toxicidad y sin toxicidad a los 6 y 12 meses
de tratamiento con MTX (prueba de ¥’; correccion de Yates).

MTHFR C677T .
(rs1801133) 0.855 0.005
cc 6.7 (1) 93.3(14) 13.3 (2) 86.7 (13)
cT 9.1(2) 90.9 (20) 63.6 (14) 36.4 (8)
T 12.5 (2) 87.5 (14) 62.5 (10) 37.5(6)
C 7.7 (4) 92.3 (48) 0.800 34.6 (18) 65.4 (34) 0.006
T 11.1(6) 88.9 (48) 0.800 62.9 (34) 37.1(20) 0.006"
MTHFR A1298C
(rs1801131) 0.141 0.296
AA 16.1(5) 83.9(26) 58.1 (18) 41.9 (13)
AC 0.0 (0) 100.0 (19) 36.8 (7) 63.2 (12)
cc 0.0(0) 100.0 (3) 33.3 (1) 66.7 (2)
A 12.3 (10) 87.7 (71) 0.146 53.1 (43) 46.9 (38) 0.206
C 0.0(0) 100.0 (25) 0.146 36.0 (9) 64.0 (16) 0.206

MTHFR C&77T CC: wild-type, CT: heterocigoto; TT: homocigoto; MTHFR 1298 AA: Wild-type, AC: heterocigoto, CC: homocigoto; *: p<0.05.
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Tabla 32. Relacion entre los haplotipos del MTHFR C677T y A1298C y efectividad de la
terapia con MTX.

MTHERG77-1298 % Respondedores % No Respondedores p
12 meses 12 meses
W-W 25.0 (1) 75.0 (3) 0.237
W-E 57.1(4) 42.9(3) 0.609
W-0 100.0 (2) 0.0 (0) NC
E-W 30.8 (4) 69.2 (9) 0.047
E-E 60.0 (6) 40.0 (4) 0.495
E-O 0.0 (0) 100.0 (0) NC
0-W 78.6 (11) 21.4 (3) 0.036
O-E 50.0 (1) 50.0 (1) 0.705
0-0 0.0 (0) 0.0 (0) NC

W: wild type, E: heterocigoto; O: homocigoto; NC: No se puede calcular; *: p<0.05.

Se realizd el mismo analisis para la toxicidad, sin embargo no se encontré ninguna

asociacién entre los haplotipos y la toxicidad a los 12 meses (p>0.05). Estos resultados

se detallan en la Tabla 33.

Tabla 33. Relacidn entre combinaciones del MTHFR C677T y A1298C y toxicidad de la
terapia con MTX.

MTHFR677-1298 % Toxicidad % Sin Toxicidad .
12 meses 12 meses
W-W 50.0 (2) 50.0 (2) 0.680
W-E 0.0 (0) 100.0 (7) NC
W-0 0.0 (0) 100.0 (2) NC
E-W 61.5 (8) 38.5 (5) 0.237
E-E 50.0 (5) 50.0 (5) 0.611
E-O 100.0 (1) 0.0 (0) NC
O-W 51.7 (8) 42.9 (6) 0.347
O-E 100.0 (2) 0.0 (0) NC
0-0 0.0 (0) 0.0 (0) NC

W: wild type, E: heterocigoto; O: homocigoto; NC: No se puede calcular.
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IV.2.5.2 Asociacion de los Polimorfismos RFC-1 G80A y ABCB1 C3435T con la

Respuesta y Toxicidad de Metotrexato

Al igual que en el punto anterior, se analizaron las posibles asociaciones de los
polimorfismos en los receptores involucrados en las vias de transporte del MTX a las
células: el RFC-1 G80A y el ABCB1 C3435T.

Este estudio no encontrd una asociacidn entre la presencia de estos dos polimorfismos
y la respuesta al tratamiento con MTX ni a los 6, ni a los 12 meses de utilizacién de este
medicamento (p>0.05).

Por otra parte, se realizé el mismo analisis para evaluar la posible asociacion con la
toxicidad del MTX, y se encontrd que a los 6 meses de tratamiento ninguno de los dos
polimorfismos tiene una asociaciéon con la toxicidad del tratamiento. Sin embargo,
cuando se analizd la posible asociacidon a los 12 meses de tratamiento, se encontré una
asociacion entre el polimorfismo ABCB1 C3435T. En efecto la presencia del genotipo TT
en este polimorfismo, estaria relacionado con un aumento en el desarrollo de
toxicidad por MTX (p=0.012). Ademas, se encontré que aquellos pacientes que
presentaron el alelo T en este polimorfismo, presentaron una mayor frecuencia de
toxicidad a este medicamento (OR: 0.417 y un IC: [0.189-0.919]).

Para el polimorfismo RFC-1 G80A no se encontrd ninguna asociacién con la toxicidad a
los 12 meses de tratamiento (p>0.05)

El andlisis completo de la asociacion entre estos dos polimorfismos y la eficacia y
toxicidad de MTX a los 6 y 12 meses de tratamiento, se detallan en las Tablas 34 y 35.
Como estos dos polimorfismos participarian en la expresion de receptores
relacionados con el ingreso del MTX a las células, se analizé la posible asociacién entre
la presencia de las combinaciones entre los genotipos de los dos SNPs y la respuesta al
tratamiento con MTX. Sin embargo, no se encontré ninguna asociacién entre todas las
combinaciones posibles entre ambos polimorfismos y la respuesta al tratamiento con

MTX (p>0.05). Los resultados se encuentran detallados en la Tabla 36.
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Tabla 35. Comparacidn de frecuencia de genotipos y alelos entre pacientes que presentaron toxicidad y sin toxicidad a los 6 y 12 meses

RFC-1 GBOA

de tratamiento con MTX (prueba de ¥’; correccion de Yates).

(rs1051266) 0.344 0.306
GG 5.6(1) 94.4 (17) 61.1 (11) 39.9(7)
GA 7.7(2) 92.3 (24) 385 (10) 61.5 (16)
AA 22.2(2) 77.8 (7) 55.6 (5) 44.4 (4)
G 6.5 (4) 93.5 (58) 0.361 35.0(21) 65.0 (39) 0.263
A 13.6 (6) 86.4 (38) 0.361 455 (20) 54.5 (24) 0.263
ABCB1 C3435T .
(rs1045642) 0.845 0:012
cc 13.3(2) 86.7 (13) 80.0 (12) 20.0 (3)
cT 8.0(2) 92.0(23) 32.0 (8) 68.0(17)
T 8.3(1) 91.7 (11) 41.7 (5) 58.3(7)
C 10.9 (6) 89.1 (49) 0.888 58.2 (32) 41.8(23) 0.046
T 8.2 (4) 91.8 (45) 0.888 36.7 (18) 63.3 (31) 0.046"

RFC 180 GG: wild-type, GA: heterocigoto; AA: homocigoto; ABCB1 3435 CC: wild-type, CT: heterocigoto, TT: homocigoto
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Tabla 36. Relacion entre las combinaciones de los genotipos del RFC-1 G80A y ABCB1
C3435T y efectividad de la terapia con MTX.

% % No
Combinacién Respondedores respondedores P
(n) (n)
ww 28.6 (2) 71.4 (5) 0.140
WE 100.0 (5) 0.0 (0) NC
wo 40.0 (2) 60.0 (3) 0.409
EW 60.0 (3) 40.0 (2) 0.591
EE 66.7 (10) 33.3(5) 0.215
EO 33.3(2) 66.7 (4) 0.247
ow 100.0 (3) 0.0 (0) NC
OE 40.0 (2) 60.0 (3) 0.409
00 0.0 (0) 100.0 (1) NC

W: wild type, E: heterocigoto; O: homocigoto; NC: No se puede calcular.

Del mismo modo, se realizé el analisis de las combinaciones entre los genotipos de
ambos polimorfismos y la toxicidad del tratamiento con MTX (Tabla 37),
encontrdndose una asociacién solamente para aquellos pacientes que presentaron un
genotipo heterocigoto para el RFC-1 G80A y un genotipo heterocigoto para el ABCB1
C3435T (p=0.04)

Tabla 37. Relacién entre combinaciones del RFC-1 G80A y ABCB1 C3435T y toxicidad
de la terapia con MTX.

Combinacién % Toxicidad (n) % Sin Toxicidad (n) p
ww 100.0 (7) 0.0 (0) NC
WE 40.0 (2) 60.0 (3) 0.518
wo 20.0 (1) 80.0 (4) 0.187
EW 60.0 (3) 40.0 (2) 0.482
EE 26.7 (4) 73.3 (11) 0.040"
EO 50.0 (3) 50.0 (3) 0.647
ow 66.7 (2) 33.3(1) 0.486
OE 40.0 (2) 60.0 (3) 0.518
00 100.0 (1) 0.0 (0) 0.491

W: wild type, E: heterocigoto; O: homocigoto; NC: No se puede calcular; *:p<0.05.
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IV.3 Anadlisis de los Genotipados Globales entregados por el Laboratorio externo

Como se menciond anteriormente, ademas de los genotipados realizados a nivel del
Laboratorio de Farmacogenética del HUVN, se enviaron todas las muestras de ADN
(n=67) de los pacientes de AR que participaron en este estudio, para el analisis del
genotipo por parte de un Laboratorio Externo: Progenika®. Después del procesamiento
de las muestras y la realizacién de los genotipados, este laboratorio nos envio un total
de 64 informes (1 por cada paciente), ya que tres de las muestras enviadas, no pasaron
los controles de calidad (50 pg/ml de concentracion de la muestra) necesarios para la
determinacion del genotipo, mediante las técnicas utilizadas por dicho laboratorio.

En la Tabla 38 se detallan todos los polimorfismos adicionales (49 SNPs de 34 genes)
reportados por Progenika®.

De éstos, es importante destacar la elevada presencia del genotipo homocigoto
*1F/*1F del polimorfismo del gen de CYP1A2 C163A en comparacion con los datos
obtenidos a través de la base de datos HapMap. Esta isoenzima es importante para el
caso de nuestro estudio, ya que tiene relacién con la bioactivacién de la leflunomida.
Se encontré que el 37.5% de los pacientes presentd este genotipo, que corresponderia
desde el punto de vista fenotipico con un aumento en la expresidn de este CYP. De los
pacientes que recibieron leflunomida durante el periodo de estudio, el 60.7% de ellos
presentd alguna RAM, y se le tuvo que suspender este medicamento. Sin embargo,
cuando se analizé la posible asociaciéon de la presencia de este genotipo con la
presencia de toxicidad a leflunomida, no se encontré (p>0.05).

Por otra parte, es importante destacar la alta frecuencia de los genotipos homocigotos
de la NAT2, datos a tener en consideracion, debido al alto nimero de medicamentos

gue reciben este tipo de pacientes.
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Continuacion Tahla 38

Genotipo
Variante % Frecuencia Pacientes (%) Frecuencia HapMap CEU
Gen SNP Alélica Mutados
Wt WT Hetero Homo WT Hetero Homo
GSTM1 rs1065411 Lys173Asn Presente 437 56.3 -
G5TM3 rs1799735 *B *ASEA 719 25.0 31 931 3.4 35
GS5TP1 rsl695 lle105Val *ASEA 32.8 46.9 20.3 319 54.9 13.3
GSTT1 rs2266637 Vallg9lle Presente 85.9 14.1 - NR NR NR
*4/*5B(29.6) 26.2
rs1801280 *5B *4/%SA (1.6) 1.6 (*SA/*5B) NR NR NR
o 4.9
o rs1041983 BA g - 4.9 19.7 (*58/*6A ) 513 37.2 115
rs1799930 *6B 0.0 0.0 525 35.6 119
0.0
rs1799931 *7B 0.0 1.6 (*6A/*7B ) 92.7 33 0.0
3.3 (*SB/*7B)
TPMT - - *1/*%1
_.u”.__wcﬂww_p__ rs1045642 C3435T cc 26.6 48.4 25.0 15.0 55.8 29.2
ADRB1 rs1801253 Arg389Gly Arg/Arg 46.9 50.0 31 50.0 36.7 13.3
ADRB2 rs1042713 GlylBArg Gly/Gly 76.6 9.4 14.0 40.7 46.9 12.4
AGTR1 rs5186 AlleeC Ab 51.6 375 10.9 0.0 100.0 0.0
BDKRB2 rs1799722 C58T CcC 46.9 375 15.6 292 50.4 20.4
DRD3 rs6280 Gly9Ser Gly/Gly 6.3 40.6 531 151 40.7 44.2
GRINZ2B rs7313149 c2e64T cC 51.6 359 12.5 6.2 319 61.9
HTR2A rs6314 Hisd52Tyr His/His 81.2 17.2 1.6 876 12.4 0.0
rs6313 C102T CC 219 50.0 28.1 274 52.2 20.4

IV. RESULTADOS

WT: Wild Type; CEU: Poblacion Europea; Lys: Lisina; Asn: Asparagina; lle: Isoleucina; Val: Valina; Arg: Arginina; Gly: Glicina; Ser: Serina; His: Histidina; Tyr: Tirosina;
MNR: No Reportado
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V. DISCUSION

V.1 DISCUSION DE LOS RESULTADOS

V.1.1 Estudio de SFT en Pacientes con AR

La AR es una enfermedad inflamatoria de caracteristicas autoinmunes que produce
distintos grados de discapacidad, limitando tanto la calidad, como las expectativas de
vida de los pacientes. En la actualidad, con la salida al mercado de los nuevos
tratamientos para la enfermedad, como los antagonistas del TNF-a (etanercept y
adalimumab entre ellos), se ha mejorado el prondstico de la enfermedad. Sin
embargo, aunque estos agentes son muy eficaces para retardar la progresion de la AR,
presentan un elevado coste econémico, clinico y sanitario. De acuerdo con estudios
realizados por la Sociedad Espafiola de Reumatologia (SER) el coste por medicamento
supone cerca del 56.0% del coste total de la enfermedad, siendo el mas elevado por
este concepto, el relacionado con la utilizacién de terapias bioldgicas, con un coste
medio anual de 5111€ [249]. Por otra parte, el estudio PRAXIS determind que el coste
semestral promedio con un tratamiento bioldgico, era de 7569.52€ para adalimumab y
de 6662.84€ para etanercept [250]. Como se observa, es importante el conocimiento
de la correcta utilizacidon de estos farmacos en la préctica clinica habitual, ya que su
administraciéon presenta una gran repercusion en el gasto sanitario.

Por otra parte, en diversos estudios se ha observado que sélo alrededor del 70% de los
pacientes que reciben terapia bioldgica para la AR responden positivamente a estos
agentes. Las causas de esta falta de respuesta en los restantes pacientes, no se
encuentran dilucidadas completamente. Sin embargo, son muchos los factores que
podrian influenciar en el éxito y/6 fracaso de una determinada terapia farmacoldgica, y
entre ellos podemos destacar los factores genéticos asociados al metabolismo 6 a la
actividad de un medicamento en particular [182].

En este contexto, en la actualidad existen una serie de herramientas, entre ellas el SFT
y la farmacogenética que nos permitiria analizar de mejor manera nuestra poblacion y
de esta forma, poder comprender las diferentes razones por la cual un tratamiento no
fuese efectivo en un determinado paciente. El SFT realizado por un farmacéutico, se

hace fundamental para poder detectar los diferentes PRM que puede presentar un
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paciente, asi como sus posibles consecuencias: RNM. De esta forma, el SFT podria
servir de apoyo al clinico en la toma de decisiones acerca de una terapia en particular.
Cuando analizamos los resultados obtenidos en el SFT realizado en nuestro estudio,
encontramos que una de las posibles limitaciones, puede tener relacidon con el nimero
de pacientes incluidos. Se observd que del total de pacientes (183) que recibieron
algun tipo de terapia bioldgica para el tratamiento de la AR durante el periodo de
estudio en el HUVN, a 62 de ellos se le dispensé adalimumab y a 60 etanercept en la
Unidad de Pacientes Externos del Servicio de Farmacia de dicho hospital. La seleccién
de los pacientes se realizé en la misma Unidad, de acuerdo a los criterios de inclusién y
exclusién determinados para el estudio, y se incluyd a casi la totalidad de los pacientes
gue recibieron su medicacién en este servicio, por lo que la muestra era representativa
del numero total de pacientes. Cabe destacar, que los pacientes fueron elegidos
durante la practica rutinaria del SFT hospitalario. Ademas, cuando comparamos el
tamafio de muestra de nuestro estudio con el total de pacientes que asistieron a
retirar su medicacidn, encontramos que al 58.1% vy al 73.3% de los pacientes a los
cuales se les dispensé adalimumab y etanercept respectivamente, se les logré realizar
el SFT. Cuando comparamos nuestra muestra con otros estudios realizados en el area
de la Atencién Farmacéutica (AF) y el SFT en pacientes con AR y Artritis Psoriasica (AP),
observamos que ellos han reportado un nimero similar de participantes [251].

Es importante destacar, que el objetivo de este estudio, no fue el de analizar el
impacto de la intervencién del farmacéutico mediante la utilizaciéon del SFT sobre la
salud y calidad de vida de los pacientes con AR, ya que ésta actividad ya habia sido
evaluada anteriormente por otra investigacion realizada en el HUVN [252]. Por esta
razén no se realizdé un estudio caso-control, y se decidid la realizacién de un estudio
cuasi experimental prospectivo con disefio pre-post test. El objetivo principal de la
realizacidn del SFT en éstos pacientes, fue el de obtener la informacion necesaria para
seleccionar a aquellos pacientes que presentasen algun tipo de RNM asociado a la
terapia bioldégica o concomitante, para la posterior realizacién de las pruebas

farmacogenéticas que pudiesen determinar la influencia de este factor sobre la



V. DISCUSION

farmacoterapia. Sin embargo, durante la realizacién de nuestra investigacion, se
encontraron una serie de datos de importancia que detallaremos a continuacion.
Cuando se analizdé la poblacion de nuestro estudio, nos dimos cuenta de que en
relacion a las caracteristicas demograficas, hay que sefalar que presenta unas
caracteristicas generales acordes con los datos epidemioldgicos recogidos de la
literatura cientifica. Por ejemplo, la distribucion de pacientes por sexo es muy similar a
la descrita en el estudio EPISER [9], en el cual se describe una relacién de 4:1 para la
prevalencia de la enfermedad en mujeres sobre de la de hombres; en nuestro caso
encontramos una relacién 4.15:1 entre ambos sexos. Por otra parte, el promedio de
edad de nuestros pacientes se encuentra dentro de los valores reportados por estos
estudios (entre 40 y 60 afos). Sin embargo, es importante destacar, que como se
puede observar por la gran dispersién de los datos de edad de nuestros pacientes, ésta
enfermedad se estd diagnosticando en la actualidad mas tempranamente en las
personas. En efecto, nuestro estudio encontrd 12 pacientes menores de 40 afos. Esto
es muy importante, ya que como se ha descrito en algunos estudios, mientras antes se
obtenga el diagnéstico diferencial de la enfermedad, antes se podria controlar la
progresién de la enfermedad [58]. Al analizar el tiempo de diagndstico de la AR,
observamos que en nuestro caso es cercano a los 7 afios, lo cual no concuerda con los
datos obtenidos por un estudio espafiol [253], el cual mostré que el promedio de
tiempo del diagndstico fue de 11.8 + 7.30 afios. Esto puede deberse, a que al menos 4
de nuestros pacientes (la mayoria menores de 30 afios) habian recibido el diagndstico
hacia menos de 2 anos. Pero cuando comparamos el tiempo de utilizacién de la terapia
bioldgica con este estudio encontramos que no existen diferencias, ya que en ambos
casos la utilizacidon de estos medicamentos promedia los dos afios de administracion.
Por otra parte, cuando analizamos las comorbilidades que padecian nuestros pacientes
nos encontramos que la principal patologia asociada correspondia a la osteopenia y/u
osteoporosis. Esto era de esperar, ya que la mayoria de los pacientes incluidos en esta
investigacidon habian recibido con anterioridad algun tipo de corticosteroide. Se conoce

gue la utilizacién de este tipo de farmacos durante periodos prolongados de tiempo,
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puede reducir la formacion de hueso por los osteoblastos, y por otra parte aumentar la
resorcion 6sea al activar los osteoclastos [254].

Cuando analizamos la cantidad de medicamentos que se les administraba a nuestros
pacientes, observamos que ellos recibian un promedio de 6.7 + 1.698 farmacos. Esto
podria estar relacionado con la presencia de las multiples comorbilidades mencionadas
anteriormente, ya que al presentar un mayor niumero de enfermedades, los pacientes
pueden recibir un mayor nimero de medicamentos. Por otra parte, al analizar los
farmacos que recibieron estos pacientes, observamos que mdas de la mitad de los
medicamentos correspondian a los utilizados en el tratamiento de la AR. Esto puede
ser debido a que la AR es una enfermedad compleja que requiere de una gran cantidad
de farmacos para su control, tanto para evitar la progresion de la patologia, como para
tratar la sintomatologia asociada. En algunos estudios se ha observado que muchos
pacientes requieren la utilizacion de mas de un FAME para lograr controlar la
enfermedad. Al analizar nuestros pacientes observamos que en la actualidad reciben
en promedio 1.5 + 0.659 FAME. La combinacién mas utilizada como tratamiento fue la
de etanercept mas MTX (47.7%), seguida por la combinacién adalimumab mds MTX
(34.3%). Esto corrobora lo detallado en otros estudios [255] y en las guias de préctica
clinica para AR disefiadas para la poblacidon espafiola [256], en los cuales se ha
observado que los pacientes que reciben etanercept y/o adalimumab asociado a MTX
experimentan un aumento en la regresion de la patologia mayor, que aquellos que lo
reciben en monoterapia.

Ademds, dentro de los medicamentos concomitantes que recibieron nuestros
pacientes, encontramos que todos ellos recibian algun tipo de inhibidor de la bomba
de H" (principalmente omeprazol). Este tipo de medicamento, se utiliza para evitar la
gastritis medicamentosa asociada a la polimedicacion y al uso de medicamentos
potencialmente gastro lesivos (AINEs y corticoides) que reciben los pacientes con AR.
Sin embargo, en algunos estudios se ha observado que omeprazol podria desarrollar
una potencial interaccidon con los FAME, especificamente con MTX [257]. Esta hace,

gue se deba evaluar constantemente la terapia farmacoldgica del paciente, para evitar
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la aparicion de RNM. Lo cual refuerza aun mds, la hipdtesis de realizacién de estudio
de SFT en estos pacientes.

Una de las caracteristicas principales de este estudio, fue la de realizar un SFT por un
periodo mas prolongado de tiempo en comparacién con la mayoria de los estudios,
como el caso del estudio HOMER [258] y el estudio HeartMed [259], los cuales fueron
estudios caso-control con intervencion farmacéutica, con una duracién maxima de 6
meses y tan sélo dos entrevistas con los pacientes. Por el contrario, nuestro estudio se
realizd6 por un periodo de 24 meses, y esto permitié conocer mejor, las diferentes
respuestas de los pacientes a la medicacién que recibian. El periodo de tiempo durante
el cual se realiza el SFT es importante a tener en cuenta, ya que en diversos estudios se
ha observado, que algunos de los pacientes que reciben terapia bioldgica, pueden
presentar una pérdida de la efectividad tras de 18 meses de tratamiento [113]. Por
esta razoén, es muy importante realizar un SFT mantenido en el tiempo, para poder
detectar los posibles RNM de efectividad que presenten los pacientes.

Al observar los RNM detectados durante el periodo de estudio, encontramos que ellos
presentaron un promedio de 1.9 + 0.958 RNM por paciente, los cuales estuvieron mas
relacionados con las medicamentos concomitantes, que con las terapias bioldgicas
utilizadas para el tratamiento de la AR propiamente. Por otra parte, se encontraron
diferencias en el numero de RNM totales detectados, en comparacién con el anterior
estudio [251] realizado en el mismo hospital, ya que nuestro estudio encontré 1.5
RNM por paciente, para cada uno de los grupos (adalimumab y etanercept) y ellos
encontraron 2.71 y 2.66 RNM para los mismos grupos. Esta diferencia puede haberse
debido a las diferentes intervenciones realizadas tanto por parte del médico
especialista, como por el farmacéutico, una vez terminada dicha investigacion.

Del total de RNM observados, los que se detectaron con mayor frecuencia fueron los
RNM de seguridad. Esto puede deberse al perfil farmacolégico de los medicamentos
utilizados en los pacientes. Cuando analizamos las causas de este tipo de RNM,
encontramos que estaban asociadas a la aparicién de un PRM, especificamente al
desarrollo de RAM. En nuestro estudio se observd una alta frecuencia de RAM en los

grupos de pacientes que recibieron adalimumab y etanercept, y éstas se asociaron
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principalmente a la administracion de un FAME (MTX y/é leflunomida). Si bien, en la
literatura se encuentran descritas una gran cantidad de RAM asociadas a la utilizacién
de estos medicamentos, las dosis a los cuales se administra MTX no deberian ser
responsables del aumento en la aparicién de estas RAM. Sin embargo, en estudios
realizados en pacientes con AR se ha observado que la utilizacién de los FAME
(especificamente MTX) puede generar el desarrollo de diversos tipos de RAM, que
puedan producir un grado de complicaciones tal, que deba suspenderse el tratamiento
con ese medicamento antes de cumplir los 6 meses desde su primera administracién
[260]. Mas adelante analizaremos especificamente la relacién de MTX con la aparicion
de RAM.

Cuando analizamos los RNM presentados por nuestros pacientes, encontramos que el
segundo tipo que se encontré con mayor frecuencia fueron los RNM de efectividad.
Para el caso del grupo de pacientes a los cuales se les administré adalimumab vy
etanercept, la aparicidn de este tipo de RNM se asocié principalmente a la pérdida de
eficacia por parte del agente biolégico. Es importante destacar, que el 38.9% vy el
45.5% de los pacientes que recibieron adalimumab y etanercept, respectivamente, ya
habian recibido con anterioridad tratamiento con otro anti TNF-a. Esto toma
relevancia, ya que se ha descrito en la literatura que aquellos pacientes que han sido
tratados con anterioridad, con otro anti TNF-a, deben abandonar la terapia bioldgica
por ineficacia o apariciéon de RAM [261]. A pesar de que sobre el cambio de un agente
anti TNF-a a otro, no hay estudios aleatorizados y controlados, para estos agentes
bioldgicos, los datos de los diferentes estudios observacionales son contundentes, la
mayoria de los pacientes que han tenido que suspender la terapia por ineficacia,
responden favorablemente a un segundo anti TNF-a [262]. Sin embargo, también se ha
descrito en algunos estudios, que la tasa de pacientes que respondieron bien a la
terapia con adalimumab de inicio, era superior a la de aquellos pacientes en los cuales
ya se habia utilizado otra terapia bioldgica para su AR. El mismo estudio mostré, que la
tasa de respuesta al medicamento en pacientes con ineficacia secundaria, fue superior
que en los que presentaron una ineficacia primaria (77% frente al 37%) al primer anti

TNF-a [263].
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Al analizar el resto de RNM de eficacia, encontramos que para el caso de los
relacionados con los FAME (MTX vy leflunomida), las causas de estos efectos seran
descritas en el analisis de la respuesta a ellos.

Con respecto a los PRM detectados en este estudio, encontramos que cada paciente
experimentéd un promedio de 2.0 + 1.115 PRM. Cuando comparamos nuestros
resultados con los encontrados por otros estudios [264], observamos una mayor
frecuencia de aparicion de PRM en nuestra poblacion. Sin embargo, es importante
destacar que los estudios anteriormente sefialados fueron realizados en unidades de
urgencias, por lo que la naturaleza de la poblacién de ambos servicios es bastante
diferente.

Por otra parte, dentro de los principales PRM encontrados, destacamos la elevada tasa
de desarrollo de RAM, y como se analizd anteriormente, puede ser debida al nimero y
perfil farmacoldgico de los medicamentos recibidos por este tipo de pacientes. Dentro
de los factores de riesgo asociados a un aumento en el desarrollo RAM, descritos en la
literatura, encontramos el sexo (mujeres), la edad (> de 65 afos), la presencia de
polimedicacion (> de 5 medicamentos concomitantes), presencia de medicamentos de
margen terapéutico estrecho, alteraciones en la funcién renal y hepatica [265]. Sin
embargo, en nuestro estudio realizamos un andlisis para evaluar la influencia de
algunos de esos factores sobre la aparicion de RAM, y observamos que ni el sexo, ni la
edad, ni la presencia de polimedicacion pareciesen estar relacionadas con este PRM.
No se analizaron la presencia de medicamentos de margen terapéutico estrecho, ni la
funcidn renal de los pacientes, ya que en el primer caso la mayoria de los pacientes no
utilizaron este tipo de medicamentos (o la RAM no fue asociada a él), y en el segundo
caso, éste fue uno de los criterios de inclusién del estudio. Por lo tanto, es posible que
otros factores (como por ejemplo los genéticos) puedan haber estado relacionados
con la aparicion de estas RAM. Cabe destacar, que las principales RAM fueron
asociadas a la utilizacién de los FAME (MTX y leflunomida) y seran detalladas mas
adelante.

Otro de los PRM que se observan con una alta frecuencia en nuestros pacientes son los

de necesidad (21.7%). Estos tuvieron relacién con la terapia para el tratamiento de la
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AR o el control de la inflamacidn y/o dolor. En la mayoria de los pacientes, se observé
una administracién segun su necesidad de los AINEs, y en algunos casos por motivos
clinicos, las dosis de corticoides fueron suspendidas. En efecto se ha observado en
algunos estudios, que el uso de corticoides por periodos prolongados de tiempo,
genera una gran cantidad de complicaciones (principalmente RAM) y por lo tanto se
sugiere a los pacientes una administracién alternada de este medicamento para
minimizar los posibles efectos adversos [266]. Sin embargo, debido al tiempo que
trascurre entre cada una de las visitas de los pacientes al médico (en general cada 6
meses), algunos pacientes experimentaron algun tipo de necesidad de utilizacién de
este medicamento, y se les sugirid la consulta inmediata a su reumatdlogo.

Por otra parte, cuando analizamos los niveles de adherencia, encontramos que los
pacientes presentaban valores de cumplimiento de la terapia bastante buenos. De
hecho, aquellos pacientes que presentaron una mala adherencia, no fue asociada a su
tratamiento de la AR con adalimumab 6 etanercept, sino por la medicacion utilizada
para sus patologias concomitantes. En efecto, durante este estudio se observé que
muchos pacientes ya habian tomado conciencia de la importancia de una buena
adherencia al tratamiento con anti TNF-a, y por lo tanto no discontinuaron el
medicamento. Esto puede estar asociado, a que muchos de estos pacientes ya habian
participado en un estudio previo, en el cual el farmacéutico les realizé el SFT y les
aconsejé acerca del correcto uso de los medicamentos bioldgicos [251], y ademas
durante el presente estudio se les reafirmd la necesidad de una continuidad en la
terapia farmacoldgica.

Con respecto a las PRM asociadas a una duplicidad de medicamentos, es importante
destacar, que no tuvieron relacion con la terapia biolégica, sino como en el caso de los
PRM anteriores, con los medicamentos concomitantes. Los principales hallazgos en
duplicidad estuvieron relacionados con un mal uso de benzodiacepinas, por parte de
dos pacientes, los cuales por desconocimiento de los principios activos estaban
recibiendo el mismo producto con dos marcas comerciales diferentes. Se procedié

debidamente a contactar con los médicos de cabeceray se les informé de la situacion.
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V.1.2 Discusidon sobre el Estudio Farmacogenético de Respuesta y Toxicidad del

Tratamiento de la AR

Como se menciond anteriormente, este estudio incluyé a todos los pacientes a los
cuales se les realizd el SFT. Fueron separados en diversos grupos, para facilitar la
comprensién de los resultados obtenidos.

Por otra parte, la eleccién y el analisis de los polimorfismos analizados se basaron en
datos verificados en la literatura. En general, los diferentes estudios farmacogenéticos
de las terapias anti TNF-a se han centrado principalmente en el locus del TNF 6 en los
genes que codifican a los receptores de esta citoquina. Sin embargo, cabe destacar que
ninguna de las variables que se han asociado con la respuesta a estos farmacos, se han
validado como marcadores de la respuesta al tratamiento. Como se menciond en el
Capitulo 1, existen una serie de polimorfismos asociados al tratamiento de la AR con
terapia bioldgica, entre ellas las relacionadas con LTA, el receptor Fcy y TNF, estando
las dos primeras también relacionadas con el desarrollo de la enfermedad [15]. En la
actualidad, se han identificado una serie de genes relacionados con el locus del TNF,
incluyendo SNPs en las regiones promotoras de TNF en la posicion 238, 308, 857.
Aungue los SNPs a nivel de promotores de TNF pueden alterar los niveles de expresién
génica, las funciones de estos polimorfismos no han sido claramente definidas [267].
Ademads, en algunos estudios se ha sugerido que el SNP del TNF en posicion 308,
podria ser uno de los polimorfismos que tiene la mayor influencia en relacién a los
niveles circulantes de TNF [268]; pero por otro lado, otros estudios han encontrado
resultados controvertidos con respecto al tema [269]. Sin embargo, a pesar de la
controversia, en la actualidad este polimorfismo es uno de los que mas se han
relacionado con la respuesta al tratamiento con anti TNF-a [270]. Esta es una de las
principales razones por la cual se decidié analizar este polimorfismo en nuestros
pacientes.

Ademds, se decidié analizar aquellos polimorfismos, en los cuales se hubiese

documentado sus posibles asociaciones con la respuesta y/o eficacia de este tipo de
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medicamentos, como era el caso de IL-10 G1080A, en especial por su combinacion con
el TNF G308A vy la posible asociacién de ambos con la efectividad de la terapia
bioldgica [185]. Como se habia reportado en otros estudios la relacién entre la
presencia de SNP en el TNFR1B vy la susceptibilidad de desarrollo de la AR [271], nos
parecid interesante el averiguar si pudiese existir una asociacién con la respuesta a los
farmacos utilizados.

Por otra parte, estudios preliminares realizados en Espafia, habian mostrado Ia
influencia de los polimorfismos en los genes de Fcy3A e IL1B y la respuesta al
tratamiento con infliximab en pacientes con Espondilitis Anquilosante (EA), pero no en
AR, por esta razon se decidié no realizar el andlisis de estos polimorfismos en nuestro
estudio [272].

Cuando analizamos los pacientes que recibieron terapia bioldgica desde el punto de
vista farmacogenético, encontramos que de los polimorfismos analizados, donde se
observaron mayores diferencias entre las frecuencias genotipicas de nuestros
pacientes, y las documentadas tanto por otros estudios, como por la base de datos
HapMap, tiene relacién con el polimorfismo del TNF G308A. En un meta-analisis
publicado [244], se encontré que en un estudié realizado en Espafia, con pacientes de
AR en tratamiento con infliximab [273], la frecuencia del genotipo wild type GG fue de
un 68.5%, muy diferente a lo encontrado en nuestro estudio (90.6%). Por consiguiente,
otra de las diferencias encontradas en la distribucion de frecuencias de este SNP, tiene
relacion con los genotipos heterocigoto AG y el homocigoto AA, ya que en nuestro
caso no encontramos ningun paciente con este ultimo polimorfismo, y los valores del
genotipo heterocigoto, estdn muy por debajo de los informados por el estudio espaiol
y la base de datos HapMap. Lamentablemente, no se han publicado mas datos
relativos a la distribucién de frecuencias genotipicas en Espafia, por lo que no se ha
podido comparar con nuestros datos mdas ampliamente. Sin embargo, es muy
importante destacar, que dependiendo de la zona geografica donde se realice el
estudio dependera los valores de esta frecuencia, ya que es posible que existan
diferencias genéticas entre el Norte, Centro y Sur del pais, como también con los

paises del Sur de Europa, debido a la influencia de las diferentes mezclas raciales que
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se han originado con el paso de los siglos. Al analizar las distribuciones de frecuencias
genotipicas del resto de polimorfismos estudiados, no encontramos grandes
diferencias con los estudios encontrados y los datos obtenidos de HapMap. Por esta
razén consideramos que nuestros datos pueden ser relevantes desde el punto de vista
epidemioldgico, y que podrian llegar a servir para futuras comparaciones por otros
estudios.

Por otra parte, al analizar las posibles asociaciones entre los polimorfismos
encontrados y la respuesta a los dos anti TNF-a en estudio, encontramos que para los
pacientes que recibieron adalimumab, un 44.7% de ellos presenté una mala respuesta
al tratamiento, y se les tuvo que cambiar el agente bioldgico tras 24 meses de
administracion. Similares resultados se obtuvieron en el grupo con etanercept, aunque
el porcentaje de pacientes no respondedores fue menor. Por esta razén, fue
interesante evaluar si la presencia y/o de un FAME concomitante, podria estar
involucrado en la respuesta de ambos farmacos. Al realizar el analisis, se encontré que
aquellos pacientes que no recibieron un FAME tenian una mayor probabilidad de no
responder adecuadamente al tratamiento con el agente bioldgico, tanto para
adalimumab, como para etanercept (si bien para este uUltimo fdrmaco encontramos
una p= 0.054). Al analizar estos datos, podriamos pensar que pudiese estar relacionado
con las propiedades inmunosupresoras de los FAME utilizados (MTX y leflunomida). Se
ha descrito en la literatura, que a pesar de que adalimumab es uno de los anti TNF-a
gue menos inmunogenicidad debiese producir [138] (comparado entre infliximab y
otros miembros de esa familia), pueden llegarse a producir anticuerpos anti-
adalimumab, que pudiesen afectar en la respuesta al tratamiento con el medicamento.
Por otra parte, el estudio PREMIER confirmd la alta eficacia de la combinacién de
adalimumab con metotrexato, tanto clinica, como radiolégica. Este dato fue de gran
relevancia, debido a que la mayoria de los pacientes que participaron en este estudio
eran enfermos especialmente graves [121]. Por esta razdn, se ha sugerido la utilizacidn
de estos dos medicamentos en conjunto, para de obtener una mejor respuesta al
tratamiento. Es importante destacar que en ambos grupos (adalimumab y etanercept)

todos los pacientes recibieron en algin momento de su tratamiento un FAME (algunos
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lo recibieron hace 4 o 5 afios atras), sin embargo, debido al aumento en la aparicidn de
RAM (especialmente elevacién de enzimas hepaticas), se les debié suspender esta
medicacién, y sélo se mantuvo la terapia bioldgica.

Posteriormente, analizamos la posible influencia de cada uno de los genotipos
encontrados de los diferentes polimorfismos estudiados y la respuesta farmacoldgica.
Sin embargo, no se encontré ninguna asociacién ni a los 12, ni a los 6 meses de
tratamiento (p>0.05). Comparando con otros estudios realizados, observamos que
para el polimorfismo TNF G308A, algunos autores habian descrito que la presencia del
genotipo GG podria estar relacionada con una mejor respuesta al tratamiento
farmacoldgico con anti TNF-a que aquellos pacientes que presentaron el genotipo AG
o el AA [274]. Ademas, estudios realizados en pacientes con AR que recibieron
adalimumab, habian sugerido una asociacién entre los pacientes que presentaban el
genotipo GG y la respuesta al tratamiento, en comparacién con el genotipo AG, tras 24
semanas de tratamiento [189]. Sin embargo, en nuestro estudio no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos. Analizando los datos
encontrados para adalimumab, nos damos cuenta que al no encontrar pacientes con el
genotipo AA y sélo un paciente con el genotipo AG (el cual responde al tratamiento a
los 12 y 24 meses), nos hace muy dificil la comparacién desde el punto de vista
estadistico. Es posible, que uno de los limitantes de la realizacién de este tipo de
estudios sea el poseer un pequeio tamafio de muestra (n=36), el cual se dificulta al
realizar la segmentacion de pacientes por genotipos, por lo tanto, no es posible
realizar una éptima evaluacién de dicha asociacién.

Por otra parte, al analizar los genotipos obtenidos para el mismo polimorfismo, pero
en los pacientes que recibieron etanercept (n=44), nos encontramos con el mismo
problema, sin embargo, el nimero de pacientes con el genotipo AG es mayor. Donde
podemos observar, que los pacientes que presentan el genotipo GG responden mejor
al tratamiento, que los pacientes con el genotipo AG. Es importante destacar, que se
requiere un nimero mayor de pacientes para evaluar esta posible asociacién, aunque

dependera de la frecuencia del genotipo AA.
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Al realizar los mismos andlisis para el polimorfismo TNF C857T, tanto para
adalimumab, como para etanercept, tampoco encontramos diferencias
estadisticamente significativas, ni a los 12, ni a los 24 meses de tratamiento. Se ha
descrito en la literatura que aquellos pacientes que presentaban el alelo T para este
polimorfismo, respondian mejor al tratamiento con etanercept, que aquellos que
presentan el alelo C [186]. Al analizar los datos encontrados en nuestro estudio, nos
damos cuenta que para el caso de los pacientes que recibieron adalimumab, los
pacientes que presentaron el alelo T, se encuentran en un menor nimero (n=12), en
comparacion a los que presentan el alelo C (n=60). Cuando realizamos el anilisis tras
24 meses de tratamiento, encontramos que los pacientes que presentaron el alelo T,
presentaron iguales frecuencias de eficacia, como de mala respuesta. Sin embargo, el
Unico paciente que presentd el genotipo homocigoto TT, continudé con la eficacia
después de este periodo de tiempo. De igual forma que en el polimorfismo anterior,
pensamos que es necesario aumentar el numero de pacientes, para poder obtener
resultados mas concluyentes.

Para el caso de los pacientes que recibieron etanercept, encontramos, que a pesar de
no encontrar diferencias estadisticamente significativas que nos aseguren una
asociacion entre las variables estudiadas, podemos observar que a los 12 meses de
tratamiento el 100.0% de los pacientes que presentaron el alelo T continuaban con
una buena respuesta al tratamiento. Sin embargo, los pacientes que presentaron el
alelo C, también presentaron valores elevados de respuesta (88.2%). Por esta razon es
muy dificil asegurar, que la utilizacion de este polimorfismo como marcador de la
respuesta a la terapia de adalimumab y/o etanercept pueda ser aceptado
universalmente, tal como lo han referenciado otros autores. Al realizar el mismo
analisis, pero tras 24 meses de tratamiento, se encuentran resultados similares.
Cuando analizamos la influencia del polimorfismo IL-10 G1082A sobre la eficacia de
adalimumab y etanercept, encontramos resultados muy similares a los anteriormente
sefialados. Este SNP tiene una importancia en el drea de la reumatologia, ya que en
diversos estudios se ha descrito su implicacién en la susceptibilidad de desarrollo de la

AR. En efecto, se ha planteado la hipdtesis que los pacientes que presentan el alelo G,
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tendrian una menor probabilidad de desarrollo de la enfermedad, el cual ha sido mas
evidente en estudios realizados en Europa [246]. Pero también ha tomado importancia
por participar en combinacién con el TNF G308A en una posible asociacién con la
respuesta farmacoldgica de la terapia de la AR. En algunos estudios se ha observado
gue la presencia del genotipo GG para el polimorfismo TNF G308A en combinacidn con
el genotipo GG del polimorfismo IL10 G1087A, estaria asociado a una mejor respuesta
a etanercept [185]. Cuando analizamos los resultados obtenidos en nuestros
pacientes, encontramos que tanto para el grupo de adalimumab, como el de
etanercept, no encontramos asociaciones entre la presencia del polimorfismo y la
respuesta al tratamiento, tras 12 y 24 meses de tratamiento. Por otra parte, cuando
analizamos las posibles combinaciones existentes con el TNF G308A, tampoco
encontramos dicha asociacién. Esto concuerda, con aquellos estudios que han
encontrado resultados contradictorios con la asociacién de este polimorfismo con la
respuesta de los diferentes anti TNF-a [187], y hace pensar, que pudiese tener mayor
utilidad como un marcador de la susceptibilidad de la enfermedad, aunque en la
actualidad, también se le ha asociado a la respuesta farmacolégica de Ia
hidroxicloroquina [275].

Para el caso del polimorfismo estudiado del gen TNFR1B, hemos encontrado
resultados diferentes a los previamente descritos. Para el caso del grupo de pacientes
qgue recibieron adalimumab, encontramos que a nivel de genotipo no encontramos
diferencias estadisticamente significativas, que nos permitan relacionar el
polimorfismo con la respuesta. Sin embargo, cuando analizamos los alelos observados,
encontramos que aquellos pacientes que presentaron el alelo G, tras 24 meses de
tratamiento, tienen una tendencia (p=0.094) a presentar una mejor respuesta al
tratamiento con adalimumab. Esto se relaciona con lo encontrado por otros autores,
los cuales no han podido establecer una relacién exacta, pero han logrado observar
gue los pacientes que presentan dicho alelo, podrian responder mejor a la terapia con
anti TNF-a [188]. Para el grupo que utiliza etanercept, no encontramos dicha

tendencia.
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Como podemos observar, son muchos los factores que puedan influenciar en la
busqueda de una asociacién entre los polimorfismos descritos para ambas citoquinas
(TNF-a e IL-10), y por esta razon en la actualidad se encuentran una serie de resultados
contradictorios. Es importante la realizacién de este tipo de estudios, ya que de esta
manera, es posible conocer la poblacién a la cual se les estd administrando el
medicamento y podemos tomar en consideracién, todos aquellos factores que podrian
modificar la respuesta farmacoldgica.

Cuando analizamos a los pacientes que habian recibido algin tipo de FAME,
encontramos que un gran porcentaje de ellos, habian recibido MTX. El objetivo de
realizar este estudio, fue el de poder detectar todos aquellos problemas que pudiesen
estar asociados al tratamiento con éste farmaco y su posible implicaciéon en el
tratamiento con los agentes biolégicos.

Desde el punto de vista farmacoldgico, era importante conocer su comportamiento, ya
qgue es uno de los farmacos mas utilizado en el tratamiento de la AR, y es considerado
como un fadrmaco de primera linea en dicho tratamiento [276]. Pero por otra parte, fue
importante su estudio debido a la relacidon que existe entre su asociacién con la terapia
bioldgica, y los buenos resultados de eficacia como terapias concomitantes [277].

Para la mejor comprension de los resultados, se procedié a analizar por una parte los
polimorfismos involucrados con una de las enzimas claves en la via de los folatos
(MTHFR) y por otra parte los receptores involucrados en el ingreso del MTX en las
células.

Al igual que en el caso de los agentes bioldgicos, se les realizdé un andlisis de
frecuencias poblacionales a todos los pacientes participantes del estudio,
independiente de recibir o no el medicamento. Esto se realizé de esta manera por dos
motivos: el primero por la importancia de tener datos poblacionales de pacientes del
hospital HUVN con AR, y por otra parte, para poder evaluar las posibles RAM a MTX
gue hayan presentado los pacientes en el pasado (en el caso de que se les hubiesen
suspendido el medicamento antes de iniciar el presente estudio),o para poder

entregar informacién a su médico especialista en el caso de recibirlo en el futuro.



134

V. DISCUSION

Por otra parte, ante la factibilidad de poder contar con muestras de ADN de personas
gue no presentaron la enfermedad y no hubiesen recibido el medicamento
previamente, se decidid realizarles los mismos genotipados (tanto a nivel de MTHFR y
los receptores correspondientes) para poder compararlo como grupo control con
nuestra poblacién con AR.

De los resultados obtenidos, Ilama la atencion de forma relevante, la alta frecuencia
del genotipo TT (31.3%) del polimorfismo MTHFR C677T, asi como también de la
presencia del alelo T (50.7%). Cuando comparamos nuestros resultados con los
obtenidos por el grupo control, encontramos que existen diferencias estadisticamente
significativas entre ambos grupos. Por otra parte, cuando analizamos los resultados
obtenidos con estudios poblacionales previos de este SNP, entre los cuales se incluyen
los datos obtenidos a partir de la base de datos HapMap para la poblacidon Europea,
encontramos que la frecuencias descritas para el genotipo TT y el alelo T, fueron del
8% vy el 31%, respectivamente, para la poblacién Europea [278]. Ademds, un estudio
similar al nuestro, realizado en una poblacién al sur de Europa (ltalia), documento
resultados similares para la frecuencia del alelo T [279]. Sin embargo, contrario a lo
observado en nuestro estudio, no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas con respecto al grupo control. Por otra parte, un estudio que incluyé una
cohorte de pacientes con AR, realizado en el Norte de Espafia, encontré una menor
frecuencia tanto del genotipo TT (11.2%), como del alelo T (34.1%), y ademads, no
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el grupo estudiado vy el
grupo control [280]. Cuando analizamos otros estudios realizados en Espaiia, en
relacion a este polimorfismo, pero en pacientes que presentaron otras patologias,
diferentes a las enfermedades reumaticas, encontramos que en todos ellos se han
descrito valores del genotipo TT y el alelo T, similares a los encontrados por el resto de
estudios. Por ejemplo, un estudio realizado en mujeres embarazadas informd que la
frecuencia del genotipo TT fue del 7.1% [281], y otros investigadores, que analizaron
las frecuencias de la variabilidad de los genes que actuan sobre las vias del folato,
documentaron que la frecuencia del genotipo TT, también fue menor a la encontrada

por nuestro estudio (14.2% vs 31.3%) [282]. Del mismo modo, se encontré en la
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literatura un estudio que comparé la prevalencia de este SNP, en diferentes
poblaciones: Sur de Europa (Italia), los hispanos y una poblacién del este de Africa;
encontrando una prevalencia para el genotipo TT del 19.9%, 35.7% y 0.8%,
respectivamente [283]. En general, un alto porcentaje de estudios, realizado en
poblaciones similares a la nuestra, han encontrado valores mds bajos que lo descritos
en el presente estudio. Por esta razén, nosotros consideramos importante los
resultados, desde el punto de vista epidemioldgico, ya que podria servir para futuras
comparaciones con poblaciones similares. Como una de las limitaciones de nuestro
estudio es el tamafio de muestra (n=67), creemos que si el nimero de pacientes
aumenta, podria existir una dilucién de los resultados obtenidos. Sin embargo, es
importante destacar, que durante el estudio, a medida que aumentaba el nimero de
pacientes, la reduccién nunca se produjo, y siempre se mantuvo elevada la frecuencia
del genotipo TT y el alelo T. Por otra parte, para asegurarnos de que nuestras técnicas
de genotipado habian sido las correctas, a un porcentaje de este grupo de pacientes,
se les realizé el genotipado por secuenciacién, obteniéndose los mismos genotipos.
Ademas, como el resultado de los polimorfismos en el gen de MTHFR C677T eran
entregados en el informe del genotipado realizado por el laboratorio externo
(Progenika®), nosotros confirmamos los resultados obtenidos para este SNP
doblemente. Ademas, cuando analizamos la frecuencia de los genotipos de este
polimorfismo, para ver si se rigen por el equilibrio de Hardy-Weinberg, encontramos
gue para este SNP, no se cumple dicha ley, por lo que podria significar que factores
ambientales podrian estar participando en el desarrollo de esta mutacién, sin
embargo, no existen descritas en la bibliografia, estudios que puedan confirmar esta
desviacidn en pacientes con AR.

Por otro lado, cuando analizamos los genotipos obtenidos para el polimorfismo MTHFR
A1298C, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los
pacientes con AR y el grupo control. Ademas, al comparar nuestros resultados con los
descritos en otros estudios y los obtenidos a través de la base de datos HapMap para

la poblacién Europea, tampoco encontramos diferencias significativas [281-282].
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Para el caso de los polimorfismos a nivel de los receptores involucrados en las vias de
los folatos, encontramos resultados similares a los encontrados para MTHFR A1298C.
Tanto para el polimorfismo RFC-1 G80A, como para el ABCB1 C3435T, no encontramos
diferencias estadisticamente significativas entre los pacientes con AR y el grupo
control. Cuando comparamos los resultados obtenidos con otros estudios,
encontramos que se han descrito valores muy similares a los encontrados en nuestro
estudio, tanto para el genotipo, como para la frecuencia de alelos, sobre todo para el
polimorfismo RFC-1 G80A [176,284]. Para el SNP ABCB1 C3435T, en estudios de
susceptibilidad al tratamiento con MTX en pacientes con AR, se han reportado valores
del genotipo CC y CT superiores a los observado en nuestro estudio (38.7% y 42.7%,
respectivamente), sin embargo, en éste se ha analizado a una poblacién diferente
(Asiatica) a la que participo en el estudio [283]. Por otra parte, cuando lo comparamos
con los datos obtenidos de la base de datos HapMap para poblaciones Europeas,
encontramos que los valores de los genotipos CC, son los que mas difieren con

respecto a nuestros pacientes (28.8% vs 15.0%).

Por otra parte, se intenté buscar una asociacién entre la presencia de los diferentes
polimorfismos, tanto para MTHFR, como para los receptores anteriormente sefialados,
y la respuesta y/o toxicidad a MTX, encontrandose resultados muy interesantes.

En este analisis sélo se incluyé a los 53 pacientes que recibieron el medicamento
durante el periodo de estudio, cuyas caracteristicas generales no variaron
significativamente de los datos asociados a la poblacién total.

Cuando se analizé la respuesta al tratamiento (segun los criterios de la EULAR), se
observé que un alto porcentaje de los pacientes presentaron una buena respuesta al
tratamiento, y sélo el 19.9% de ellos no obtuvieron una respuesta adecuada, tras 6
meses de tratamiento. Al realizar el mismo analisis, pero tras 12 meses de tratamiento,
se observd un aumento en el numero de pacientes que no respondieron al
tratamiento, incluso aquellos que recibieron dosis de 15 mg a la semana. Al buscar la
influencia de la dosificacién del MTX en paciente con AR, encontramos que se ha

descrito en algunos estudios, que no existiria una relacion directa, entre el aumento de
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la dosis y la mejor respuesta al tratamiento [176]. También es importante destacar,
gue como se menciond anteriormente, que se ha observado que aquellos pacientes
gue han presentado una mala respuesta al MTX, pueden condicionar la respuesta al
anti TNF-a que se pueda estar utilizando concomitantemente, y por lo tanto, afectar a
la respuesta al tratamiento de la AR [285].

Para encontrar una asociacién entre la presencia de los polimorfismos y la respuesta al
tratamiento, se separé a los pacientes en dos grupos (respondedores vs no
respondedores), de acuerdo al andlisis de los parametros clinicos obtenidos. Cabe
destacar, que al ser MTX un farmaco de primera linea en el tratamiento de la AR,
muchos de los pacientes recibieron sélo este medicamento para controlar la
enfermedad, incluso antes de recibir una terapia con bioldgicos, por lo que la
informacién de ellos, tuvo que ser obtenida a partir de una revision retrospectiva, de
sus respectivas historias clinicas.

Al analizar los polimorfismos MTHFR C677T y A1298C, no encontramos diferencias
estadisticamente significativas entre ambos grupos, ni a los 6, ni a los 12 meses de
tratamiento con MTX. Estos resultados se correlacionan con algunos estudios descritos
en la literatura, en los cuales no se ha encontrado una asociacién entre la presencia de
estos dos SNP y la eficacia del MTX [166]. Sin embargo, otros investigadores han
descrito resultados controvertidos con respecto a la utilidad de estos polimorfismos y
la respuesta del medicamento, y han descrito la posibilidad de un aumento de la
eficacia del MTX, en pacientes que presentan el alelo C para el MTHFR A1298C [286].
Cuando realizamos el mismo andlisis, para los polimorfismos de los receptores,
tampoco se encontrd ninguna asociacién con la respuesta al MTX ni a los 6, ni a los 12
meses de tratamiento. Para el caso del RFC-1 G80A, diversos estudios habian descrito
resultados contradictorios. Alguno de ellos, habian encontrado una asociacién con la
eficacia de MTX [176], mostrando que aquellos pacientes que presentaron el genotipo
homocigoto AA presentaban una mejor respuesta al tratamiento con MTX. Sin
embargo, otros autores no han encontrado dicha asociacién [283]. Por esta razén es
necesario realizar este tipo de estudios, para poder obtener la informacién suficiente

para determinar si en una poblacién en particular es posible encontrar estas
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asociaciones, ya que la mayoria de los estudios realizados hasta el momento, se han
llevado a cabo en poblaciones muy diferentes a la espafiola.

Con respecto al polimorfismo ABCB1 C3435T, se ha encontrado que los pacientes que
presentaban el genotipo homocigoto TT mostraron una menor respuesta al
tratamiento con MTX, que aquellos que tenian el genotipo wild type [283].

Por otra parte, al analizar la toxicidad asociada al uso de MTX, y su posible relacién con
los polimorfismos observados en nuestros pacientes, encontramos distintos
resultados.

En primer lugar, llama la atencién el elevado nimero de RAM asociadas al uso de MTX,
ya que el 49.1% de los pacientes experimentd algun tipo de toxicidad tras 12 meses de
tratamiento con el medicamento, y de éstos, un gran porcentaje tuvo que suspender el
tratamiento con el farmaco, después del desarrollo del efecto adverso. Dentro de las
principales RAM encontradas, destaca el gran nimero de pacientes que experimenté
un aumento en los niveles de las enzimas hepaticas (AST y ALT) por encima de los
valores normales, a pesar de las bajas dosis de MTX administradas (5-15 mg a la
semana). En algunos casos, se decidié una reduccién de la dosis del farmaco, pero las
enzimas hepaticas no disminuyeron, después de un periodo de tiempo.

Al realizar el andlisis de los polimorfismos de la MTHFR C677T y A1298C y buscar la
posible asociacién con la toxicidad del fdrmaco, encontramos que a los 6 meses de
tratamiento, no existian diferencias estadisticamente significativas. Pero, al realizar el
mismo analisis, tras 12 meses de tratamiento, encontramos que para el polimorfismo
MTHFR C677T, la presencia del genotipo TT y el alelo T, podria estar asociado a un
aumento en el desarrollo de toxicidad (sobre todo a nivel hepatico). Se observa que los
pacientes que presentan el alelo T, tienen una mayor probabilidad de presentar algun
tipo de toxicidad asociada a éste medicamento. Estos hallazgos, se correlacionan con
lo que se ha observado en estudios de la actividad enzimatica realizados in vitro,
donde se asocid la presencia del alelo T con una reduccién en la actividad de la enzima
[169-170]. La funcionalidad de la MTHFR, ha sido ampliamente estudiada, y se ha
demostrado que los efectos de la presencia del alelo T, estarian relacionados con un

aumento de la termolabilidad de la enzima, lo que conllevaria a una disminucién de su
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actividad, con el consiguiente aumento en los niveles plasmaticos de homocisteina
[287]. En efecto, un estudio realizado en pacientes con AR, informd sobre un aumento
en los niveles de homocisteina en los pacientes homocigotos TT para el polimorfismo
de la MTHFR C677T, que estaban siendo tratados con MTX y relacionado con un
aumento en el desarrollo de toxicidad [288]. Ademas, se ha encontrado en la literatura
un estudio que refuerza la hipdtesis de la toxicidad de MTX, en pacientes caucasicos
con AR que presentan el genotipo TT [289]. Por otra parte, la presencia del alelo T en
éste SNP, no sélo ha sido asociada con toxicidades en pacientes con AR, sino también
en pacientes con otras patologias. Un estudio en pacientes con transplantes de médula
6sea mostré que los pacientes que presentaron el genotipo TT habian desarrollado
mucositis, al ser tratados con MTX [195]. Estos resultados sugieren que este SNP,
podria ser utilizado como un posible marcador de diferentes tipos de toxicidades, para
pacientes que reciben MTX. Sin embargo, como ocurre con otros SNP, en algunos
estudios no se ha encontrado dicha asociacién, aunque es ultimo estudio ha sido
realizado en poblacién asiatica [166]. Por esta razdn, es importante conocer el lugar de
realizacion de los diferentes estudios y el tipo de poblacién analizada, ya que un
marcador farmacogenético, dependera de las caracteristicas raciales de éstos
pacientes.

Cuando analizamos el SNP MTHFR A1298C, observamos que en nuestro caso, no se
encuentra asociado a la toxicidad producto de MTX. Sin embargo, se ha descrito por
otros autores, que aquellos pacientes que presentan el genotipo CC, presentarian una
menor probabilidad de desarrollo de efectos adversos, que aquellos que presentan el
alelo A [290]. Es necesario realizar mas estudios que nos puedan ayudar a comprender
de mejor forma, la posible utilidad de este marcador.

Como sabiamos que estos dos SNPs se encontraban dentro del gen promotor del
MTHFR, esperabamos encontrar algin haplotipo que nos permitiera encontrar una
asociacion ya sea con la efectividad, o con la toxicidad al fdrmaco. Y en nuestro caso,
encontramos una asociacién con la respuesta a MTX. Se observd que aquellos
pacientes, que presentaron un genotipo heterocigoto (CT) y aquellos con el genotipo

homocigoto (TT) para el SNP C677T, que concomitantemente presentaron un genotipo
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wild type para el SNP A1298C (AA) respondieron mejor al tratamiento con MTX. Esto
no tendia relacidn con lo mencionado anteriormente, ya que se habia descrito que los
pacientes que presentaban el alelo C del MTHFR A1298C (heterocigotos y
homocigotos), habian tenido una mayor respuesta al tratamiento con MTX [285].
Aunque, para los pacientes que presentaban el alelo T para el SNP MTHFR C677T,
existian datos que mostraban que presentaban una mayor asociacién con la respuesta
a MTX. Cabe destacar, que estos estudios han sido llevados a cabo, en poblaciones
diferentes a la nuestra (asiaticos), y no se han descrito busquedas de haplotipos en
otros estudios con pacientes con AR.

Al analizar los polimorfismos en los receptores y la toxicidad de MTX, encontramos
resultados diferentes para ambos SNPs. Para el caso del polimorfismo RFC-1 G80A, no
encontramos asociaciones entre los SNPs y la toxicidad a MTX, tras 6 y 12 meses de
tratamiento. Sin embargo, para el polimorfismo ABCB1 C3435T, se observa una
asociacion entre el genotipo CC y el desarrollo de toxicidad tras 12 meses de
tratamiento con MTX. Esto es importante, ya que se ha descrito en algunos estudios,
que los pacientes que presentan el alelo A en el polimorfismo RFC-1 G80A y los que
presentan el alelo C en el polimorfismo del ABCB1 C3435T, tendrian una mayor
probabilidad de desarrollo de toxicidad con MTX [174]. Al observar a los pacientes que
presentaron el alelo C en este ultimo polimorfismo en nuestro estudio, encontramos

gue ellos tenian una mayor frecuencia de toxicidad al medicamento.

Por ultimo en relacién a los polimorfismos entregados por el Laboratorio externo,
debemos decir, que se decidid la realizacién de los genotipados por esta via, ya que al
comienzo de la investigacién no se contaba con un Laboratorio de Farmacogenético
interno, y ademas nos permitid tener un genotipado global de otros SNPs relacionados
con la farmacoterapia, que no habrian sido posibles de realizar por nuestro
laboratorio. El tener un genotipado de los SNPs involucrados en los sistemas de
metabolizacién de farmacos (Fase | y Il), nos permitié analizar de forma mas completa
la farmacoterapia de los pacientes participantes en el estudio, lo cual es de gran

importancia debido a la polimedicacién que ellos recibian.
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A cada uno de nuestros pacientes se les realizd un Informe Farmacogenético (Anexo
11), en el cual se documentaron los principales polimorfismos que ellos presentaban, y
de acuerdo a la medicacién que estaban recibiendo en el momento del estudio, se les
pudo informar de la probabilidad de desarrollo de RNM (tanto de inseguridad como de
efectividad) y las posibles sugerencias a la monitorizacion de su terapia. Este Informe
farmacogenético, fue enviado al médico especialista y médico de cabecera del
paciente, para su evaluacion y la realizacidn de las modificaciones a la terapia, cuando
correspondia. Para los médicos especialistas, este informe les permitié tener una
herramienta mas de apoyo en la toma de decisiones al administrar un medicamento
especifico. Y un paso importante que reafirmd esta situacién, fue la subida de esta
informacién por parte del médico a la historia clinica de los pacientes (Anexo 12), de
manera que otros especialistas pudiesen conocer el perfil farmacogenético de los
pacientes.

Como podemos observar, aunque los estudios farmacogenéticos no han logrado
obtener marcadores especificos para la determinacién de la eficacia o seguridad de un
determinado medicamento, en la actualidad, puede servir como una herramienta de
apoyo, para intentar administrar un medicamento de la forma mas segura posible. Es
de esperar que las investigaciones continlen por este camino, y las nuevos
macroestudios de asociacidon tipo GWAS nos permitan determinar en un futuro
proximo los marcadores validados mas eficientes para poder individualizar la terapia
farmacoldgica, mediante la aplicacion de algoritmos simples de monitorizacién, como

ya existen para otras terapias, como es el caso de los anticoagulantes orales [291].
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1. Se detectaron un total de 123 RNM, con un promedio de 1.9 + 0.958 por cada
paciente. Siendo las RNM de seguridad las que se desarrollaron con mayor
frecuencia, con un 56.7% seguidas por las de efectividad con un 41.8%.

2. Los principales PRM encontrados, destacan las RAM producidas por MTX. El
49.1% de los pacientes que lo recibieron, las experimentaron.

3. Los pacientes presentaron un nivel de adherencia al tratamiento del 83.2%. El
16.8% de los no adherentes estuvieron relacionados con los farmacos
concomitantes.

4. Los pacientes que recibieron etanercept mostraron una mejor respuesta
(90.9%) tras 12 meses de tratamiento, en comparacién a los que recibieron
adalimumab (63.6%).

5. El 66.7% de los pacientes que presentaron una peor respuesta a la terapia
bioldgica no recibieron un FAME concomitante durante el estudio.

6. Los pacientes presentaron frecuencias genotipicas similares a los grupos
control y los de HapMap, para los polimorfismos: TNF G308A, TNF C857T, IL-10
G1082Ay TNFR1B T587G.

7. No se encontré ninguna asociacion entre los polimorfismos TNF G308A, TNF
C857T, IL-10 G1082A y TNFR1B T587G y la respuesta a adalimumab y/o
etanercept.

8. Sélo se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el grupo
de pacientes con AR y el grupo control para el SNP MTHFR C677T, 31.3% de TT
vs 14.9% de TT, respectivamente.

9. Al evaluar la influencia global de los polimorfismos de la MTHFR, la respuesta y
toxicidad de MTX, se encontrd una asociacion entre la presencia del alelo T y/o
el genotipo TT del SNP de la MTHFR C677T vy el desarrollo de toxicidad, tras 12
meses de tratamiento.

10. Al evaluar la influencia de los polimorfismos de los receptores participantes en
la via de los folatos RFC-1 G80A y ABCB1 C3435T, se encontrd una asociacion

entre el SNP ABCB1 C3435T y la aparicidon de toxicidad. Los pacientes que
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presentaron el alelo C y/o el genotipo CC desarrollaron dicha toxicidad tras 12
meses de tratamiento.

11. La identificacién de los polimorfismos del MTHFR C677T y ABCB1 C3435,
complementado con un SFT, podria ser de utilidad en la clinica de los pacientes

con AR que reciban MTX.
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VIll. ANEXOS.

ANEXO 1. Consentimiento Informado.

CONSENTIMIENTO INFORMADO

T T T Tl » - e afios de
edad y con DNIn® .. ... manifiesta gue ha sido informado/a sobre los beneficios que
podria suponer la participacion en el Proyecto de Investigacion fitulado "Seguimiento
Farmacoterapéutico de Pacientes con Artritis Reumatoide tratados con ...
complementado con un Estudio Farmacogenético™, v la extraccion de una muestra de 5 mL
de mi sangre, con el objetivo de analizar los aspectos genéticos v su relacion con mi respuesta al

tratamignto prescrito. Esta muestra solo se utilizara para los fines de esta investigacion.

He sido informado/a de los posibles perjuicios en participar de este estudio.

He sido tambien informado/a de que mis datos personales seran protegidos e incluidos en un

fichero que debera estar sometido a v con las garantias de la ley 15/1989 de 13 de diciembre.

Tomando ello en consideracion, OTORGO mi CONSENTIMIENTO:

A participar de ese estudic Si__ No__

A que esta extraccion tenga lugar v sea utilizada para cubrir los objetivos especificados en &l
proyecto. Si__ No__

A publicar mis datos clinicos resultantes de la investigacion en prensa cientifica. Si__ No__

Eechaz:srsssmmmmsnmagsy

Firma del paciente

Eechaztmesepsesmnmnm

Firma del Investigador
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ANEXO 2. Estado de Situacion.
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ANEXO 3. Pantalla del Programa Estacion Clinica del HUVN.
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ANEXO 4. Pantalla del Programa Peticion a Laboratorios del HUVN.
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SISTEMA DE INTEGRACION DE LABORATORIOS
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HOSPITAL UNIVERSITARIO VIRGEN DE LAS NIEVES

Anadir Peticion | Consultar Peticion | Confirmar Extraccion | Consultar Resultados | Administrar Usuario | Salir de la aplicacion Usuario: rmfalber
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ANEXO 5. Clasificacion de los RNM categorizado por el Tercer Consenso de Granada

CLASIFICACION DE RESULTADOS NEGATIVOS ASOCIADOS A LA MEDICACION (RNM)
Problema de salud no tratado. El paciente sufre un problema de salud asociado
a no recibir una medicacion que necesita.

Efecto de medicamento innecesario. El paciente sufre un problema de salud
asociado a un medicamento gue no necesita.

Inefectividad no cuantitativa. El paciente sufre un problema de salud asociado a
una inefectividad no cuantitativa de la medicacion.

Inefectividad cuantitativa. E|l paciente sufre un problema de salud asociado a
una inefectividad cuantitativa de la medicacion.

Inseguridad no cuantitativa. El paciente sufre un problema de salud asociado a
una inseguridad no cuantitativa de un medicamento.

Inseguridad cuantitativa. El paciente sufre un problema de salud asociado a una
inseguridad cuantitativa de un medicamento.

Necesidad

Efectividad

Sequridad
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ANEXO 6. Simplified Medication Adherence Questionnarie

-Tat:.-l-a 2: Cuestibﬁéri-.;n de Adh-erenc-i-a SﬁAl_ll ST— No_
2. i Toma siempre los farmacos a la hora indicada? Si__ No__
3. j Alguna vez deja de tomar los farmacos si se siente mal? Si_ Mo__
4 Olvidd tomar la medicacion durante el fin de semana? Si__ Mo__
A ninguna
B-1-2
5. En la dltima semana, j cuantas veces no tomo alguna dosis? | C: 3-5
D:6-10
E:mas de 10
6. Desde la dltima visita, jcuantos dias completos no tomo la Dias
medicacién?
Se considera no adherente: 10 si; 20 no; 3: si; 4: si; 52 C, D o E; 6 mas de dos dias. El
cuestionario es dicotomico, cualguier respuesta en el sentido de no adherencia se considera no
adherente. La pregunta 5 se puede usar como semicuantitativa: A 95-100%; B: 85-94%; C: 65-
84%: D- 30-64%; E- < 30%.
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ANEXO 7. Hoja de Informacidn al Paciente

Hoja de Informacién al Paciente

Titule del proyecto: Seguimiento Farmacoterapéutico de Pacientes con Artritis Reumatoide

tratados con ......................... complementado con un Estudio Farmacogenético.

Investigador: Farmacéutico Cristian Plaza, Facultad de Farmacia, Universidad de Granada

Objetivos: Los objetivos del estudio son detectar los Problemas Relacionados con
Medicamentos (PRM), para prevenir y resolver los Resultados Negativos a la Medicacion (RNM)
en los pacientes con Artritis reumatoide para gue se pueda mejorar la calidad de vida de estos
pacientes. Para eso, seran hechas entrevistas consecutivas basadas en el Método Dader de

Seguimiento Farmacoterapéutico de Pacientes.

Procedimientos: Deseo participar en este estudio y conozco que:

1. Tendré citas mensuales con el farmacéufico investigador, una vez al mes hasta que se
cumplan las 6 visitas de seguimiento, a lo largo de un afio. Las citas coincidiran con la recogida
de mi fratamiento (...._....._._._) en|la Farmacia del Hospital Virgen de las Nieves.

2. En la primera cita, fraere todos los medicamentos que utilizo v contestaré a algunas preguntas
sobre ellos y sobre mi historia clinica. Eso tardara aproximadamente 30 minutos.

3. En las citas subsecuentes el farmaceutico sequira preguntandome sobre mi estado de salud y
medicamentos que utilizo, ademas de contarme sobre lo que hemos hablado en la primera cita.
4. Se me realizara una extraccién de 5 mL de sangre en la primera visita para analizar los
aspectos genéticos y su relacion con mi respuesia al tratamiento prescrito. Esta muestra solo se

utilizara para los fines exclusivos de esta investigacion.

Beneficios: Pusdo no tener beneficios directos con la participacion en ese proyecto, como
también puedo mejorar mi estado de salud por tener la confribucion de ofro profesional de la
salud, el farmacéutico, que es el especialista en medicamentos. Ademas, tendré informacion
sobre todos los medicamentos que tengo en mi fratamiento asi como la posibilidad de aclararme

las dudas que tenga sobre ellos.
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ANEXO 8. Hoja de Informacidn al Paciente (Continuacion)

El analisis genético de mi sangre ayudara al medico a monitorizar el tratamiento mas ajustado

para mi.

Riesgos: Cuanto al estudio de Seguimiento Farmacoterapéutico, no tendré riesgos pues
solamente tengo que contestar a un cuestionario. Enfre tanto, para el estudic Farmacogenético
£5 Necesaria una muestra de sangre que me sera extraida en el Servicio de Farmacia que puede
ocasionarme hematomas, un poco de dolor por el pinchazo v mareo. Estos sintomas no son
graves y por lo fanto, no afectaran a mi estado de salud, solo me resultaran una molestia

pasajera.

Informacién sobre Resultados del estudio: Los resultados de la investigacién, conforme
normativa vigente, se haran puablicos mediante su difusion v posterior publicacion en prensa

cientifica, sin que se facilite ningun dato gue le identifique o pueda llegar a identificarle.

Confidencialidad: Toda la informacion obtenida en este estudio es confidencial v serd
estrictamente utilizada para fines de investigacion. Mis datos personales seran protegidos e
incluidos en un fichero que debera estar sometido a la ley 15/1988 de 13 de diciembre asi mismo
podré solicitar en todo momento la informacién v resultados obtenidos de esta investigacion

relacionada con mi persona.

Derecho de recusa o desistencia; Mi participacion en el estudio es totalmente voluntaria,
siendo yo libre para recusarme a seguir o no en la investigacion en cualquier momento sin

afectarme o poner en riesgo mi asistencia médica.

El Farmacéutico Cristian Plaza me ha comentado toda esa informacion ponigndose a disposicion
mia para contestar a cualquier duda que tenga, siendo por teléfono (858-020-060) o en &l

Servicio de Farmacia del Hospital Virgen de las Nieves.
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ANEXO 8. Historia Farmacoterapéutica. (Continuacién)

FECHA:

HISTORIA FARMACOTERAPEUTICA

DEL

PACIENTE we:_ L [ [ J/0 T T 1T [ /880 [ 1 ]

NOMBRE:

uimiento
Farmoco‘rerapeuhco




ANEXO 8. Historia Farmacoterapéutica. (Continuacién)

PRIMERA ENTREVISTA

PACIENTE ne:[ I T [ 170 L [ [ T 700

PROBLEMAS / FREOCUFACIONES DE SALUD

| Contrslads Inielo |

LO CONOCE: E R,B

E 5. jdesde cuando?

Nombre 2:

10. jalgo extrafiof

2.
e
4.
5.
58
&,
=X
(=3
BOLSA CON MEDICAMENTOS
{ Mombrs 1: - ~ [CUMPLE:R R
i 1. glo tomaF i 6. joudnto?
2. pquién lo recetd? | 7. zc6mo?
3. jpara qué? | & shasta cuando?
4. jobme le va? | 8. dificultad?

0 CONOCE: PR3

| 5. jdesde cuando?

Mo bre 3

1. glo Tomat

2. jquidn lo recetd?
3. spara quéf

4. sobmo la va?

5. jdasde cuando?

| CUMPLE: F R B
i 1. glo toma? ! &, jeuanto?
| 2 jquign lo receto? 7. jcbmo?
3. ppara qué? &, shasta cuando?
&, pebmo le vat¥ | 9. sdifieultad?

10, zalgo extrafio?

[ CUMPLE: FEB

. geudntof

| 7. soémaf
B, jhasta cuando?
a. jdlficultad?

10. jalge extrafio?
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ANEXO 8. Historia Farmacoterapéutica. (Continuacién)

REFASO

-FELO:

-CABEZA:

01005, 0J05, HARIZ, GARGANTA:
-B0CA (llagas, sequedad...):
=CUELLD:

=MANDS [dedos, ufias..):
-BRAZOS Y MOSCULOS:
-CORAZOM:

-PULMON:

-DIGESTIVG:

-RIFIAM (oring...):

-HIGADC:

=ZEMITALES:

-FIEEMAS:

FIES (dados, udas):

-MUsCULO ESAUELETICD [gota, dolor espalda, tendinitls...):
-FIEL (sequedad, ﬁl'.Jp:ir':\:'.._.]-_

-PaicoLdGIco [depresiones, spilepsia...):

-IWAC:

-FARAMETEDS ANORMALES [T* FA, colssterol..):
-TABALC:

-ALCOHOL:

CAFE:

-OTEAS DROGAS:

-OTROS HABITOS (glersicla, diets...):
¥ITAMINAS Y MINEEALES:

“WACUNAS:

=ALERGIAS MEDICAMEMTOS Y/0 RAM:
-Situacionss fisivldgicas (y facha):

-OBSERYACIONES:

OTROS DATOS DEL PACIENTE
STRBRORD: Lttt Tt ted Rede ST
-Dlreceidn: o W VO L N
-Frofesidn: R -Fecha de nacimisnto:

-Médico de cabecera:

-Médicos especialistas:
~Cuidador:
[ LS [R [ = —

Firma del Farmacéutico
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ANEXO 9. Aprobacion del Proyecto por parte del Comité de Etica

Servicio Andaluz de Salud
CONSEJERIA DE SALUD

D. Miguel Angel Calleja Herndndez Vicepresidente y Secretario del Comité Etico de
[nvestigacion Clinica del Hospital Virgen de las Nieves

CERTIFICA

Que este Comité ha evaluado la propuesta del Investigador Frincipal Dr. D. Cristidn
Plaza para que se realice ¢l estudio titulado: “Seguimiento firmaco terapéutico de
pacientes con artritis reumatoide complementado con un estudio finmaco genético™ en
el Servicio de Farmacia de este Hospital y que considera que:

Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacion con
los objetivos del estudio v estan justificados los riesgos ¥ molestias previsibles para el
sujeto.

La capacidad del investigador ¥ los medios disponibles son apropiados para
llevar a cabo el estudio.

Son adecuados tanto el procedimiento para obtener el consentimiento informado
como la compensacion prevista para los sujetos por dafios que pudieran derivarse de su
participacidn en el estudio.

Y que este Comilé acepta que dicho estudio sea realizado en nuestro Hospital en
colaboracidn con la Facultad de Fanmacia, por D. Cristidn Plaza como investigador
principal v colaboradores, siendo los Directores de Tesis: [ Miguel Angel Callgja
Hernandez: D, Margarita Aguilera Gdmez ¥ D", Maria José Faus Dader.

Lo que firmo en Granada a veintisiete de noviembre de dos mil ocho

AARGEN

18 GIE00I D
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ANEXO 10. Informe de genotipado por Progenika®

PHARMA hip*

INFORME DE ANALISIS DE RESULTADOS

-

PHOGENIKA’

Solicitante: Dra. Margarita Aguilera Gomez
Direccion del solicitante: maguiler@ugr.es
Centro: H.Virgen de las Nieves

ID muestra (cliente): P51318

1D muestra (Laboratorio): 09_PH_0630

Tipo de muestra: DNA

Fecha extraccion de la muestra:
Fecha de llegada de la muestra: 10/06/2009
Fecha informe: 15/06/2009
Tipo de analisis: PHARMAchip

RESULTADOS DEL ANALISIS

CITOCROMO P450

FENOTIPO

GEN VARIABLES GENETICAS GENOTIPO
ANALIZADAS WT RESULTADOS PREDICHO
CYP1A1 lleds2val lleflle lle/val Normal
CYP1AZ oME ST, 1" “1IF™F Aumentada
CYP2B6 GH16T GIG GG Normal
CYP2C19 *1,*2,*3,*4,*5,*7, *8, *9, *10 *1r1 171 Mormal
CYP2C8 *1,*2,*3,*4 *1+1 *11 Normal
CYP2C9 *1, *2,*3, "4, *5, *6 "1 1 Normal
*1,*2, *3, *4, *5 (delecion), "6, *7, *8, *9, *10, *11,
*14A, *14B, *15, *17, *18, *19, *20, *25,*29,*31,*35, | .. . 5
CYPDS | .41, duplicacion “1XN, “2XN, *4XN, “10XN, “17XN, | | = e
*35XN, *41XN
CYP3A4 *1,*1B "1 11 Normal
CYP3AS *1, *3, *6, *9, *10 *1r+1 *33 Reducida
FASE II
T .
GEN VARIABLES GENETICAS GENOTIPO FENOTIPO
AMNALIZADAS PREDICHO
WT RESULTADQOS
GSTM1 Presente/Nulo Presente Ausente Reducida
GSTM3 *A,B *AMA AMA
GSTP1 *A,'B *AMA AA Normal
GSTT1 Presente/Nulo Presente Presente Mormal
*4,* 5A, *5B, *5C, *5D, *5E, *5G, *5J, *6A, *6B, - - S— T—
NATZ |.7a-7B,"11A, *12A, "12B, "12C, "13, *14A,14B | 4 haBioanlh | iislernete
TPMT *4, *2, *3A, *3B, *3C,*3D *1+1 1 Normal
TRANSPORTADORES
GEN VARIABLES GENETICAS GENOTIPO FENOTIPO
ANALIZADAS WT RESULTADOS | PREDICHO
MDR1 C34357 Cic ciT Intermedia
RECEPTORES
GEN VARIABLES GENETICAS GENOTIPO FENOTIPO
ANALIZADAS WT RESULTADOS PREDICHO
ADRB1 Arg389Gly Arglarg Arg/Gly Intermedia
ADRB2 Arg16Gly GlylGly Gly/Gly Normal
AGTR1 A1166C AlA Al
BDKRB2 C-58T T CiC Reducida
DRD3 SeraGly GlylGly Ser/Ser Reducida
GRINZB C2664T CiC CciC
PROGENIKA Biopharma S.A.
Edificio 801B. Parque Tecnoldgico de Bizkaia
48160 Derio. Spain
Phone: +34 94 406 45 25 Fax: +34 94 406 45 26 173




PHARMAChip*

INFORME DE ANALISIS DE RESULTADOS

ANEXO 10. Informe de Gotipado por Progenika® (Continuacion)

-~
PHOGENIKA’

Solicitante: Dra. Margarita Aguilera Gomez
Direccion del solicitante: maguiler@ugr.es
Centro: H.Virgen de las Nieves

ID muestra (cliente): P51318

1D muestra (Laboratorio): 09_PH_0630

Tipo de muestra: DNA

Fecha exiraccion de la muestra:

Fecha de llegada de la muestra: 10/06/2009
Fecha informe: 15/06/2009

Tipo de analisis: PHARMAchip

GEN VARIABLES GENETICAS GENOTIPO FENOTIPO
ANALIZADAS WT | RESULTADOS | PREDICHO
e His452Tyr His/His His/His Normal
T102C cic ciT
VARIOS
GEN 1 VARIABLES GENETICAS I GENOTIPO FENOTIPO I
ANALIZADAS WT RESULTADOS | PREDICHO
ADD1 Gly460Trp Gly/Gly GlyiGly
AGT Met235Thr ThriThr Met/Met
BCHE AsproGly AsplAsp AspiAsp Normal
Ala539Thr Ala/Ala Ala/Ala
COMT Val108Met Valval Met/Met Reducida
DPYD IV814+1 G=A GIG GIG Normal
ERCC2 Lys751GIn LysiLys Lys/GIn
IL10 G-1082A GIG AIA Reducida
MTHFR C677T CiC CT Intermedia
TNF G-308A GIG GIA Normal
TYMS Delecion 3-UTR 6 pb del 6pb/ins Gpb
VKORC1 G-1639A GIG GIG
Leyenda

Actividad normal Actividad intermedia

Actividad reducida Actividad aumentada

WT= wild type; representa el valor de referencia para genotipo.

OBSERVACIONES

una evaluacion integral del paciente.

Los resultados obtenidos proceden exclusivamente de informacion genética. La
respuesta a los farmacos se ve afectada por otros factores como la edad, sexo, peso,
altura, tratamientos concomitantes, enfermedades, etc.

Las decisiones sobre el tratamiento quedan a criterio del médico que siempre realizara

COMENTARIOS

Firma:

Responsable Laboratorio de Diagnéstico Genético
Progenika Biopharma
phammachip@progenika.com

Firmado Dr. Diego Tejedor

PROGENIKA Biopharma S.A.
Edificio 801B. Parque Tecnolagico de Bizkaia
48160 Derio. Spain

Phone: +34 94 406 45 25 Fax: +34 94 406 45 26
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ANEXO 11. Informe Farmacogenétivo realizado por el Investigador

Hospital Universitario

ler. Apedlidn

Virgen de las Mieves . Nowmbee
Granada
T Apellids
T o AMEHOIR
Eded - -
NOMBEE DEL DOCUMENTO Servicio — Cama

CONSEJO FARMACOGENETICO-SFH

INFORME SOBRE CONSEJO FARMACOGENETICO SOLICITADO

NHC: XXXX

SERVICTO SOLICITANTE: FARMACTA

MEDICO RESPONSABLE: DE. 300NN

TRATAMIENTO FARMACOTERAPEUTICO: ETANERCEPT, PREDNISONA,
INDOMETACINA, TRAMADOL, PARACETAMOL, PANTOPRAZOL, CALCTO.

GENOTIPADO Y POLIMORFISMOS DE ENZIMAS ASOCIADAS AL TRATAMIENTO:

ESTUDIO FARMACOGENETICO xmvesTicacion  [ensavo crinmco  Oclinico

GENOTIPADO DE ENZIMAS* RESULTADOS ACTIVIDAD FENOTIFO

L] CYPlLA2 Ll *1F/*1F AUMENTADO
L1 CYP3A4 0 NORMAL
CJCYPID6 O NORMAL

O CYP2C9 O #3=3 REDUCIDO
O Ccyp2C1o [ NORMAL

LI MTHER (C677T) O 17T REDUCIDO
LIMTHFR (A1298G) O aA NORMAL
CIRFC-1 AS0G O GG REDUCIDO
CONAT2 O =4B/*5B NORMAL
CIMDRI {Pgp. EXON 26, C3435T) 0 NORMAL

O 10 (A-592C) O e REDUCIDO
OTNF o n NORMAL

Los resultados entregados no pueden ser utilizados como diagnostico. solo forman parte del proyecto de
investigacion. Existen diversas formas en las que la repuesta y'o toxicidad de los farmacos pueda ser modificada,
por lo que estos resultados deben ser interpretades en el contexto actual del paciente v no son concluyentes.

* Al analizar la farmacogenética del paciente, enconframos que presenta una alferacion en el
metabolismo de segunda fase (NAT2).

+ Presenta una alteracion en el metabolismo de Metotrexato (MTHFR. 677) v RFC-1 80que podria
afectar ala aparicion de RAM.

+ Con respecto a los marcadores de antiTNF. no hay marcadores que predigan claramente la
efectividad v/o inefectividad del farmaco (IL-10 intermedia ¥ TINF normal)

UNIDAD DE FARMACOGENETICA-SFH-HUVN
Contacto: Dra. Margarita Aguilera Gomez maguileriiugr.es
Farmacéutico Cristiin Plaza jplaza@uc.cl




ANEXO 12. Informe del Médico Especialista

Hospital Universitaric
Virgen de las Nieves

Zae)

Sarvicio Andaluz de Salud

COMSEJERIA DE SALUD

JUTIER BT RNRALUOR

Consultas Externas N¢ Historia:
REUMATOLOGIA.
Apellidos:
Nombre:
Domicilio:

Paoblacion: GRANADA
Provincia: GRANADA

C.P.:
Fecha de nacimiento: 21/03/1953 Sexo MUJER N2 Registro:
N2 S. Social: Fecha de Consulta:  Fecha de emision 10/02/2011
Paciente de 56 a. , diagnosticada en nuesira consulta de AR sero + . y DM tipo Il . en

tratamiento con terapia biologica Etanercept y FAME , que en el mes de octubre tuvo un cuadro de
infeccion repiratoria ,acompanado de disnea y que mejord con broncodilatadores |, las Rx , pone
de manifiesto la calcificacion Aortica , el aumento de la trma pulmonar , con images de fibrosis.Se
encuenira mejor desde el punto de vista aricular periferico , lo que mas le molesta son la cadera
derecha , al andar y estar de pie presentando en la Rx un pinzamiento y esclerosis acetabular. No
tiene signos inflamatorios. La movilidad de la coxofemoral derecha esta conservada.

Actualmente NAD: 4 . NAT : 0. PCR de 0.2. FR de 23. VS de 9. Ferritina 22.. Glucemia de 76.
Glucosuria negativa. Hace la dieta. Anti CCP 76. Inmunoglobulinas normales.

EVA 50. DAS28:3.15.

Mo crepitantes en bases.

DMO de junio de este afio normal. La radiologia es compatible con las lesiones que ya habiamos
descrito.

En cuanto al fratamiento aconsejamas : Dado que nos ha llegado el estudio genetico de farmaciay
presenta una predisposicion a efectos adversos al metrotexate , cambiamos de FAME Perder
peso. Tomar alimentos ricos en calcio , leche , derivados y pescado azul. No entrar en camara
frigorifica. Esta pendiente de intervencion de prolapso de vejiga , por lo que hay que tener en
cuenta gue como minimo hay que suspender el EMBREL 15 dias anies ( lo deseable es un mes) y
no volverlo a retomar hasta pasado otro mes.

6 Metil prednisolona de 4 mgrs. se tomara 1 comp. a las 9 de la mafiana.

Embrel de 50 jeringa precargada se pondra 1 subcutanea los miercoles de cada semana.
Leflunomida de 20 mgrs , se tomara 1 comp. a las 9 de la mafiana diario.

Ideos unidia se tomara 1 sobre diario.

Acido folico se tomara 1 comp. junios los martes de cada semana.

Diclofenaco retard de 75 mgrs. 1en la cena.

Anagastra de 40 se tomara 1 en el desayuno..

Controles cada 2 meses de periil hepatico.

Revisidén en junio , previa realizacién de la analitica y TAC de torax, para descartar fibrosis, que
se adjunta. que se adjunta . Controles de perfil hepatico cada 3 meses.

Un saludo.

Fdo.:
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