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RESUMEN

1 RESUMEN

La terapia de primera linea con interferén beta (IFN-B), involucrado en la modulacién
de la expresion génica en la respuesta inmune, se usa ampliamente para la esclerosis
multiple (EM). Sin embargo, el 30-50% de los pacientes no responden de manera
Optima. Variantes genéticas en los genes CBLB, CTSS, GRIA3, OAS1 y TNFRSF10A han
demostrado papeles en la respuesta a IFN-B que podrian contribuir a la variacién en la
respuesta individual en EM. El propdsito de este estudio fue evaluar la influencia de
polimorfismos genéticos en esos genes en la respuesta de IFN-B en pacientes con
esclerosis multiple remitente-recurrente (EMRR).

Los polimorfismos CBLB (rs12487066), GRIA3 (rs12557782), CTSS (rs1136774), OAS1
(rs10774671), TNFRSF10A (rs20576) fueron analizados mediante sondas Tagman en
137 pacientes con EMRR. La respuesta al IFN-B y el cambio en la Escala de Estado de
Discapacidad Expandida (EDSS) después de 24 meses se evaluaron mediante un
analisis de regresion logistica multivariable.

Pacientes con menor EDSS Basal mostraron mejor respuesta a IFN-B (p=0.069;
OR=0.60; 1C95%=0.34, 1.04) y una mayor probabilidad de mantener estable su EDSS
después de 24 meses de tratamiento con IFN-B (p=0.006; OR=0.36; ICe5%=0.016, 0.71).

Los portadores de al menos una copia del alelo C de CTSS-rs1136774 tuvieron una
mejor respuesta a IFN-B (p=0.0423; OR=2.94; ICos%=1.03, 8.40). Los portadores del
genotipo TT de TNFRSF10A-rs20576 mostraron una mayor probabilidad de mantener
estable su EDSS después de 24 meses de tratamiento con IFN-B (p=0.0251; OR=5.71;
ICos%=1.39, 31.75). No se observé influencia de los polimorfismos de los genes CBLB
(rs12487066), OAS1 (rs10774671), GRIA3 (rs12557782) en la variacién de la respuesta
individual al IFN-B.

Nuestros resultados sugieren que los polimorfismos de los genes TNFRSF10A-rs20576 y
CTSS-rs1136774 influyen en la respuesta a IFN-B después de 24 meses, mientras que
los polimorfismos de los genes CBLB (rs12487066), OAS1 (rs10774671 o GRIA3
(rs12557782) no modificaron la respuesta individual al IFN-B.






ABREVIATURAS

2 ABREVIATURAS

ADN: Acido Desoxirribonucleico.

AMPA: Receptor transmembrana ionotrdpico para glutamato.
CBLB: Linfoma b de linaje B de Casitas.

CD20: Antigeno CD20 (Cluster of Differentiation 20).

CD52: Antigeno CD52 (Cluster of Differentiation 52).

CPA: Célula presentadora de antigeno.

CTSS: Catepsina S.

DHODH: Dihidroorotato Deshidrogenasa.

EDSS: Escala Expandida de Discapacidad (Expended Disability Status Scale).
EM: Esclerosis Multiple.

EMPP: Esclerosis Multiple Primaria Progresiva.

EMRR: Esclerosis Multiple Remitente Recurrente.

EMSP: Esclerosis Mdltiple Secundaria Progresiva.

GRIA3: Receptor de Glutamato lonotrépico Ampa 3.

GWA: Estudio de Asociacidon de Genoma Completo (Genome Wide Association).
HLA: Antigeno Leucocitario Humano.

HUVN: Hospital Universitario Virgen de las Nieves.

ICos%: Intervalo de Confianza al 95%.

IFN-B: Interferdn Beta.

IL6: Interleuquina 6.

IL12: Interleuquina 12.

IL17: Interleucina 17.

IL23: Interleuquina 23.

IM: Intramuscular.

LB: Linfocito tipo B.

MHC II: Complejo Mayor de Histocompatibilidad tipo 2.

MSSS: indice de Severidad (Multiple Sclerosis Severity Score).
NAbs: Anticuerpos neutralizantes a Interferén Beta.
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ABREVIATURAS

NO: Oxido Nitrico.

Nrf2: Proteina factor nuclear derivado de eritroide 2.

OAS1: 2'-5'-oligoadenilato sintetasa 1.
OR: Odds Ratio.

P: Valor p.

PEG 1a: IFN-B recombinante pegilado.
RMI: Resonancia Magnética de Imagen.
RNS: Especies reactivas al nitrégeno.
ROS: Especies reactivas al oxigeno.

SC: Subcutanea.

SCA: Sindrome Clinico Aislado.

SDA: Sindrome Desmielinizante Aislado.
SNC: Sistema Nervioso Central.

SNP: Polimorfismo de Nucledtido Simple.
SRA: Sindrome Radioldgico Aislado.
TCDA4+: Linfocito T del cluster CD4.
TCD8+: Linfocito T del cluster CD8.

Th1: Linfocitos T Helper 1.

Th17: Linfocitos T Helper 17.

TNFRSF10A: Miembro 10a de la superfamilia del receptor de Factor de Necrosis
Tumoral.
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3 INTRODUCCION

La esclerosis multiple (EM) es una de las enfermedades neuroldgicas mds comunes que
causa discapacidad permanente entre los adultos jévenes [1,2]. Los datos
epidemioldgicos indican una prevalencia total estimada de 83 afectados por 100.000
habitantes, una tasa de incidencia media anual estimada de 4.3 casos por 100.000
habitantes y una relacion mujer:hombre de ~2.0 en las ultimas tres décadas en el
continente europeo, con las tasas mas altas correspondientes a los paises del norte [3].

Las presentaciones clinicas en EM incluyen: pérdida o reduccidn de la visidn de un ojo,
con movimientos oculares dolorosos, vision doble, perturbacién sensorial y/o
debilidad, problemas de coordinacidn, torpeza o inestabilidad, sensacidon alterada a lo
largo de la espalda y extremidades al inclinar el cuello hacia delante (sintoma de
Lhermitte) [4].

Los subtipos de EM se clasifican en:

e Sindrome clinico aislado (SCA) o sindrome desmielinizante aislado (SDA). Se
reconoce como la primera fase clinica de la enfermedad, que puede incluir
eventos inflamatorios y desmielinizantes tipicos de EM, pero que no cumple
todos los criterios de diagndstico relativos a diseminaciéon en el tiempo y
espacio [5]. No obstante, estudios y ensayos clinicos apuntan a que la aparicidn
de un SCA, que se acompafia de lesiones cerebrales detectadas por resonancia
magnética de imagen (RMI), tienen un elevado riesgo de cumplir con los
criterios de diagndstico de EM [6-8].

e EM Recurrente-Remitente (EMRR). Aproximadamente el 85% de los pacientes
de EM comienzan perteneciendo al subtipo EMRR, que se caracteriza por la
existencia de episodios de debilitamiento y de recuperacién [9,10]. Aparecen
episodios o brotes con nuevos sintomas o los existentes se agravan, la duracién
es variable (dias-meses) y la remision puede ser parcial o total a las semanas o
meses siguientes, con o sin leves secuelas entre episodios [11]. La mayoria de
pacientes EMRR, con el tiempo, pueden pasar a desarrollar la variante
secundaria progresiva [12].

e EM primaria progresiva (EMPP). Datos clinicos, genéticos y de imagen revelan
gue este subtipo pertenece al espectro de fenotipos de la EM [13]. Parece un
curso clinico diferente, debido a la ausencia de exacerbaciones, pero
fisiopatoldgicamente no se diferencia de la forma EMRR que ha iniciado un
curso progresivo EMSP [14].

e EM secundaria progresiva (EMSP). En la mayoria de los contextos clinicos se
diagnostica de forma retrospectiva después de un inicio con curso del tipo
EMRR, con o sin exacerbaciones en el estado progresivo, pues aun no existen
criterios clinicos claros para poder determinar el punto de inflexién de EMRR a
EMSP, se cree que ocurre de una forma gradual [14]. Se caracteriza por un
avance persistente y progresivo de la enfermedad sin remisiones [12].
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e Sindrome radiolégico aislado (SRA). Se caracteriza por acontecimientos
inflamatorios y neurodegenerativos en curso, segin muestra radiologia de
imagen, pero se da una ausencia de signos y sintomas [15]. Anteriormente no
considerada como subtipo ya que no hay sintomas clinicos de desmielinizacion,
pero puede ser prondstico de EM dependiendo de la morfologia y las zonas de
las lesiones cerebrales detectadas por RMI [14].

3.1 DIAGNOSTICO Y EVALUACION DE LA EM

En la actualidad, el diagndstico se basa en varios criterios: el nUmero de brotes y
numero de lesiones observadas por Resonancia Magnética de Imagen (RMI) que
impliquen diseminacién en espacio y tiempo. Estos son conocidos como los criterios de
McDonald, cuya ultima revision vigente se realizé en 2010 [4].

Para la medicién de discapacidad del paciente de EM, se suele utilizar la escala
expandida de discapacidad (EDSS), conocida por sus siglas en inglés, Expanded
Disability Status Scale. La puntuacion va del 0 al 10. en el que el valor 0 equivale a un
ensayo neurolégico normal sin lesiones y el 10 equivale a la muerte por la enfermedad.
Valores entre 5 y 9.5 corresponden a niveles de incapacidad de ambulacion [16].
Existen otros pardmetros para la medicidn de la discapacidad que representan el rango
medio de discapacidad ajustado por duracién de la enfermedad en pacientes con EM
de la poblacién de referencia, como son el indice de severidad de EM (Multiple
Sclerosis Severity Score, MSSS) y el indice de progresién (EDSS/afios de enfermedad)
[17].

3.2 FISIOPATOLOGIA Y ETIOLOGIA DE LA EM

En la EM se pierde mielina en muchas areas, quedando una cicatriz denominada
esclerosis [11]. Los mecanismos subyacentes a la inmunopatogénesis de la EM auln no
se han determinado por completo, a pesar de la intensa investigacion [18,19], aunque
se han propuesto como posibles causantes tanto variantes genéticas de riesgo de
desarrollo de EM [20,21] o virus (Poliomavirus), Epstein-Barr, Herpesvirus, Varicella
Zoster, Cytomegalovirus, John Cunningham y retrovirus endégenos humanos como el
Poliomavirus) [22]. El haplotipo DRB1*15:01 del antigeno leucocitario humano (HLA)
es el principal factor de riesgo de la EM [23]. El proceso de inmunopatogénisis de la EM
implica a diversos tipos celulares: macréfagos, células T auxiliares tipo 1 (Th1), células
Th17, células T CD8+, T CD4+ y células B que secretan autoanticuerpos [24-26].

La barrera hematoencefalica, en condiciones patoldgicas, puede ser atravesada por
linfocitos activados en la periferia [27], tal como se observa en la Figura 1. Se infiltran
en el sistema nervioso central para desencadenar una respuesta inmunitaria local, lo
que conduce a la desmielinizacién de la vaina de mielina (Células de Schwann) y al
ataque inmunoldgico a la proteina basica de mielina, la proteina proteolipida y la
glicoproteina oligodendrocitaria de mielina [24].

La destruccion de la mielina se produce como consecuencia de la liberacion de
sustancias oxidantes y enzimas hidroliticas, dando lugar a la lesidn oxidativa de las
neuronas corticales y neurodegeneracidon retrégrada debida a lesion axonal en la
sustancia blanca [28]. La desregulacién de la BBB y la migracién transendotelial de los
leucocitos activados se encuentran entre las primeras anomalias cerebrovasculares

12



INTRODUCCION

gue se observan en los cerebros con EM y son paralelas a la liberacion de citocinas
inflamatorias[27].
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Figura 1. Fisiopatologia de la esclerosis multiple. CPA: Célula presentadora de antigeno. IL6:
Interleuquina 6. IL12: Interleuquina 12. IL23: Interleuquina 23. NO: Oxido Nitrico. LB: Linfocito tipo B.
TCD4+: Linfocito T del cluster CD4. TCD8+: Linfocito T del cluster CD8. TH1: T Helper tipo 1. TH17: T
Helper tipo 17. SNC: Sistema nervioso central. RNS: Especies reactivas al nitrégeno. ROS: Especies
reactivas al oxigeno.

En la EM se pueden producir lesiones crénicas en el cerebro y la médula espinal
denominadas placas “esclerdticas”, que son zonas donde no se ha podido producir la
remielinizacidn [29]. En este tipo de lesiones se ha podido comprobar que contenian
células de linaje de oligodendrocitos de fenotipo inmaduro, haciéndolos caracteristicos
en el fracaso de regeneracién de la mielina en las lesiones de desmielinizacidn crénica
de la EM [29].

La acumulacion de lesiones y neurodegeneracién en el cerebro con EM no afecta a
todas las regiones del cerebro por igual [28]. De ahi que, como se ha descrito
anteriormente, hay casos en donde los avances son constantes (progresivos) y otros
gue se producen de forma intermitente (recurrente) [11,14].
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3.3 TERAPIAS EN EM

En la Tabla 1 se muestran los tratamientos modificadores de la EM aprobados por la
European Medicines Agency (EMA):

Tipo de tratamiento | Principio activo Aio de Modo de

farmacolégico aprobacion administracion

Primera linea Interferdn Beta la 1996 Intramuscular/

Subcutaneo

Interferén Beta 1b 1993 Subcutaneo
Acetato de glatirdmero | 1996 Subcutaneo
Teriflunomida 2012 Oral
Dimetilfumarato 2013 Oral

Segunda linea Mitoxantrona 2000 Intravenoso
Natalizumab 2004 Intravenoso
Fingolimod 2010 Oral
Alemtuzumab 2014 Intravenoso
Ocrelizumab 2017 Intravenoso
Siponimod 2019 Oral
Cladribina 2019 Oral

Tabla 1. Tipo de tratamiento segun la linea de terapia

Estos farmacos se administran en diferentes lineas de tratamiento y presentan
distintos mecanismos de accidn, como se describe en la Figura 3 y la Figura 3.

PRIMERA LINEA

. I Proliferacion Linfocitos T
IFN-B * Interfiere en proceso de presentacion de antizeno

* Citoquinas inflamatorias

. l Extravasacidn de Linfocitos al SNC

ACETATO *  Aporta péptido mielina

SRR *  Modula sistema inmune

* Impide sintesis de &cidos nucleicos

TERIFLUNOMIDA . IProIiferacién Linfocitos By T

* Regula la expresion proteinas antioxidantes

DIMETILFUMARATO . L,
y enzimas de desintoxicacion

Figura 2. Mecanismos de accién de los fdrmacos utilizados en primera linea de tratamiento en la terapia
de esclerosis multiple.
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SEGUNDA LINEA

* Induce muerte celular

MITOXANTRONA
* | Proliferacion LB CD19 y LT CD8
* | Migracion de Linfocitos al SNC
NATALIZUMAB i
*  Inflamacion
* Bloguea salida de Linfocitos del ganglio linfatico
FINGOLIMOD
*  Inflamacién
ALEMTUZUMAB * Agotamiento rapido de LBy LT
*  Inflamacidn
* Reduce selectivamente LB CD20
OCRELIZUMAB i
* | Inflamacion
SIPONIMOD * Reduce la salida de Linfocitos del
ganglio linfatico
CLADRIBINA * Induce apoptosis celularen LBy LT

Figura 3. Mecanismos de accidn de los farmacos utilizados en segunda linea de tratamiento en la terapia
de esclerosis multiple.

3.3.1 PRIMERA LINEA

3.3.1.1 IFN-B

Se utilizan dos opciones terapéuticas de IFN-B recombinante en el tratamiento de la
EM: IFN-B 1a e IFN-B 1b.

El IFN-B 1a se obtiene de células de ovario de hamster, con secuencia de aminoacidos
idéntica al IFN nativo, y puede administrarse por via intramuscular (IM) o subcutdnea
(SC) [30]. Frecuentemente se utiliza el IFN 1a pegilado (PEG 1a), obtenido por
conjugacién con moléculas de polietilenglicol. La pegilacidon contribuye a una reduccién
de la antigenicidad e inmunogenicidad, asi como a un aumento de la exposicion, la vida
media y las concentraciones séricas del agente terapéutico [31,32].

El IFN-B 1b, administrado SC, es sintetizado por Escherichia coli, y tiene diferencias
significativas en ciertos aminodacidos en comparacion con el IFN-B de origen natural, y
no esta glicosilado. Estas diferencias influyen en la actividad biolégica especifica y, por
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lo tanto, se requiere una dosis mas alta [30], lo que implica una mayor probabilidad de
desarrollar anticuerpos neutralizantes (NAbs) [33].

La mayoria de los pacientes con EM son tratados con farmacos modificadores de la
enfermedad de primera linea, como el IFN-B, un polipéptido natural altamente
sintetizado por fibroblastos con propiedades antiinflamatorias [34]. El IFN-B modula la
expresion de ciertos genes, interfiriendo con el proceso de presentacidon del antigeno,
inhibiendo la activacién y proliferacion de las células T [34] y también reduciendo la
expresion de citocinas proinflamatorias [35]. Tiene efectos importantes sobre las
moléculas implicadas en la permeabilidad de la barrera hematoencefilica, evitando la
adhesién de los linfocitos T al endotelio y su extravasacidon al SNC [36,37]. El IFN-B
puede causar hepatotoxicidad, con un tiempo de aparicion variable, pero a menudo
prolongado, que en la mayoria de los casos consiste en una lesién hepatocelular aguda
autolimitada [38].

3.3.1.2 Acetato de glatiramero

El acetato de glatirdmero es un péptido sintético creado por polimerizacién de cuatro
aminodcidos (L-glutamina, L-lisina, L-alanina, L-tirosina), que son los mas comunes en
la proteina bdsica de mielina [39]. El mecanismo de accidn de este fdrmaco todavia no
se comprende completamente, aunque se sospecha que el acetato de glatiramero
puede modular las funciones del sistema inmunoldgico tanto innato como adaptativo
[39].

3.3.1.3 Teriflunomida

La teriflunomida actla para impedir la proliferacidon de células T y B activadas y reduce
su capacidad para participar en un ataque inmunoldgico potencialmente daiino en el
SNC [40]. Se sabe que la teriflunomida inhibe de forma reversible la dihidroorotato
deshidrogenasa (DHODH), una enzima mitocondrial que se requiere especificamente
para la biosintesis de pirimidina de novo en linfocitos activados [40], y por tanto impide
la sintesis de acidos nucleicos.

3.3.1.4 Dimetilfumarato

El dimetilfumarato mejora la actividad de la proteina factor nuclear derivado de
eritroide 2 (Nrf2), un factor de transcripcién tipo cremallera de leucina bdsico que
controla la expresion de una amplia gama de proteinas antioxidantes y enzimas de
desintoxicacion [41]. El desarrollo de la EM podria verse afectado por el estrés
oxidativo. En la fase aguda, el estrés oxidativo inicia procesos inflamatorios y en la fase
crénica sostiene la neurodegeneracion [42]. El curso de la EM se ve afectado por el uso
de antioxidantes y sustancias que actuan sobre las vias antioxidantes, ya que reducen
la severidad de la enfermedad y ayudan a una remisién mas rdpida, pues disminuyen
los procesos de neuroinflamacion y neurodegeneracién [42]. El tratamiento con
dimetilfumarato se ha asociado con una actividad baja de la enfermedad en pacientes
EMRR, tanto en clinica como en resonancia magnética [43].
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3.3.2 SEGUNDA LINEA

3.3.2.1 Mitoxantrona

Mitoxantrona es un farmaco que interactta con la topoisomerasa 2, se intercala con el
ADN vy causa la fragmentacién de las cadenas simple y doble del ADN [44]. La
Mitoxantrona induce efectos antiproliferativos tempranos pronunciados que parecen
estar mediados, al menos en parte, por la muerte celular necrética/apoptética tardia.
Los linfocitos B positivos para CD19 y, en menor medida, los linfocitos T positivos para
CD8 se ven afectados predominantemente por este mecanismo. La muerte celular
aumenta drasticamente 2 semanas después de la terapia con Mitoxantrona [44]. Su
administraciéon ha de ser limitada, pues posee una citotoxicidad elevada [45]. Un
estudio con 676 pacientes EMRR de 8 afos de duracién mostré aumento del riesgo de
leucemia y cancer colorrectal, resultando en el fallecimiento de 55 pacientes [45].

3.3.2.2 Natalizumab

Natalizumab es un anticuerpo monoclonal humanizado que se une especificamente a
la subunidad a4 de la integrina a4B1, lo que previene la migracién de leucocitos al
cerebro y reduce la inflamacién [46]. Presenta riesgo de desarrollo de
leucoencefalopatia multifocal progresiva [47].

3.3.2.3 Fingolimod

Fingolimod es un andlogo de la esfingosina que regula la permeabilidad de la barrera
endotelial al interactuar con diferentes receptores expresados por células endoteliales,
bloqueando la capacidad de los linfocitos de salir del ganglio linfatico [48]. El
tratamiento continuo con fingolimod durante 36 meses mostré una eficacia mantenida
y seguridad en pacientes EMRR de origen japonés [49].

3.3.2.4 Alemtuzumab

Alemtuzumab es un anticuerpo monoclonal humanizado contra antigeno CD52
expresado por linfocitos B y T. Conduce a un agotamiento rapido, pero duradero de
estos linfocitos con efectos de reprogramacidon en la composiciéon de las células
inmunes que resulta en la restauracién de las redes tolerogénicas [50]. Pocos minutos
después de la infusién, el alemtuzumab conduce al agotamiento de las células CD52+ a
través de la citdlisis mediada por células dependientes de anticuerpos y citdlisis
dependiente del complemento. Después del agotamiento comienza una repoblacién
muy lenta a partir de las células precursoras hematopoyéticas que siguen un patrén
temporal distinto. Los monocitos y células B alcanzan niveles basales después de tres
meses. Los linfocitos T CD8+ se restauran después de 31 meses, mientras que los
linfocitos T CD4+ necesitan alrededor de 60 meses para una repoblaciéon completa
[20]. Los niveles elevados sostenidos de apoptosis pueden explicar la linfopenia [50]
prolongada de células T en la EM a pesar de no afectar a los precursores
hematoldgicos [50]. Alemtuzumab ha demostrado una alta eficacia en ensayos clinicos
de fase Il y Ill, en los que se utilizd interferén B-1a como comparador activo, sin
embargo, alemtuzumab se asocia con riesgos frecuentes y considerables, como
afecciones en la funcién tiroidea en el 30-40% de los pacientes [50].
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3.3.2.5 Ocrelizumab

Ocrelizumab es un anticuerpo humanizado anti-CD20, molécula presente en todos los
linfocitos B. Reduce de forma selectiva los linfocitos B que expresan CD20 [51]. Es
utilizado para el tratamiento en adultos EMRR y EMPP [52]. Este farmaco reduce el
indice de recurrencia y el riesgo de progresidon de discapacidad en la EMRR vy es el
primer tratamiento modificador de la enfermedad en ralentizar la progresion de la
forma EMPP [53]. Ocrelizumab puede suprimir la actividad de la RMI en 4 semanas y la
actividad clinica de la enfermedad en 8 semanas [51].

3.3.2.6 Siponimod

Siponimod es un modulador selectivo del receptor de esfingosina 1-fosfato, se utiliza
en las formas EMRR y EMSP [54]. Ademdas de sus efectos en inmunomodulacién
periférica, puede ejercer efectos neuroprotectores directos en el SNC [54].

3.3.2.7 Cladribina

Cladribina es un nucledsido andlogo de la desoxiadenosina, utilizado en las formas
EMRR y EMSP. La administracién de este farmaco produce la acumulacién de
desoxinucledtidos a concentraciones tdxicas, lo que resulta en la muerte celular de los
linfocitos, induciendo una linfopenia que reestablece el sistema inmunoldgico [55].

3.3.3 INDICACION DE TRATAMIENTO PARA EMRR

Los tres IFN-B (1a SC e IM, y 1b) y el acetato de glatiramero cuentan con
recomendacién de grado A basada en los estudios de clase |, para reducir la frecuencia
de las recaidas en la EMRR. Por ello cuentan con la indicacién de la EMA vy otras
agencias reguladoras para pacientes mayores de 16 anos, con EMRR activa
caracterizada por al menos dos brotes en los tres afios precedentes, una EDSS inferior
a 5,5 (capaz de caminar 100 metros sin detenerse y sin ayuda) y que no presenten
ninguna de las contraindicaciones (embarazo, lactancia, enfermedad sistémica grave,
alergia a la albumina humana, o depresidn con ideacion suicida) [52].

El grado A de recomendacion sobre la base de ensayos clinicos de clase | existe
asimismo para natalizumab y fingolimod, ensayos efectuados frente a placebo o
comparador activo. Sin embargo, debido al perfil de seguridad de estos dos farmacos,
la EMA restringid su uso como tratamiento inicial de casos de EMRR de inicio agresivo,
con rapido deterioro de funcion neurolégica y evidencia de actividad inflamatoria,
dejando el resto de indicaciones para fracaso de los medicamentos de primera
eleccidn (IFN-B y acetato de glatirdmero) [52].

Con respecto a azatioprina, cuenta en Espafia con autorizaciéon para EMRR, pero es
importante sefalar que la evidencia de eficacia es considerablemente menor que con
los IFN-B y acetato de glatirdmero, y que existe un riesgo oncogénico. Su uso puede
considerarse cuando la EM se asocia a enfermedad del tejido conectivo o en casos en
gue no hay acceso a inmunomoduladores [52].
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El resto de las indicaciones de tratamiento, segun las diferentes formas clinicas, se
encuentran resumidas en la Tabla 2.

Forma clinica Tratamiento recomendado

Sindrome desmielinizante aislado IFNB 1b sc, 1aim, 1lascy AG

Esclerosis multiple remitente-recurrente | Tratamiento inicial: IFNB 1b sc, 1a im, 1a sc
y AG Casos de inicio agresivo: fingolimod o
natalizumab. Ineficacia de tratamiento inicial:
fingolimod, natalizumab, mitoxantrona (usada
raramente en la actualidad)

Esclerosis multiple secundariamente IFNB 1b sc, 1a sc, mitoxantrona (usada
progresiva con brotes raramente en la actualidad)

Esclerosis multiple secundariamente No hay evidencia de tratamiento eficaz
progresiva sin brotes

Esclerosis multiple primariamente No hay evidencia de tratamiento eficaz
progresiva

Tabla 2. Resumen de las recomendaciones de tratamiento segun la forma clinica

Los conceptos de primera y segunda linea, ampliamente difundidos en la comunidad
internacional, implican el concepto de fallo o fracaso terapéutico. En EM, no existe
acuerdo sobre qué se considera fallo terapéutico o respuesta subdptima. Inicialmente,
se ha considerado que un medicamento utilizado para el tratamiento inicial de la EM
fracasa cuando no consigue la esperada respuesta de reduccién en torno a un 30% de
la tasa anualizada de brotes, pero varios estudios han valorado asimismo datos de RM
y de progresion de discapacidad para elaborar criterios mas complejos de fracaso
terapéutico [56]. Cuando uno de los medicamentos iniciales no consigue el efecto
deseado se plantea el paso a medicamentos agrupados en segunda linea, con mayor
eficacia y riesgo asociado. Este proceso supone la idea de escalado terapéutico. El
grupo de enfermedades desmielinizantes de la Sociedad Espafiola de Neurologia ha
elaborado un consenso sobre el uso de los medicamentos para la EM, revisable
periddicamente, que incluye consideraciones especificas de todos estos aspectos [56].

3.4 FARMACOGENETICA DEL TRATAMIENTO CON IFN-BETA EN EM

La eficacia del IFN-B como terapia de primera linea ha sido demostrada en diferentes
estudios [57,58]. Sin embargo, aproximadamente del 30 al 50% de los pacientes no
responden de manera éptima al tratamiento con IFN, y en algunos casos no muestran
indicios de respuesta [59,60]. La influencia de las variantes genéticas en la
susceptibilidad a la EM y/o en la respuesta a la terapia con IFN-B se ha investigado en
varios estudios de asociacidon de todo el genoma (GWA) y de genes candidatos [61-70],
revelando roles potenciales para diferentes genes en la respuesta al IFN-B [61-65,71-
73]. Aunque se han propuesto muchos polimorfismos de un solo nucleétido (SNP)
como posibles predictores de respuesta a IFN-B, en general hay una falta de
replicacion en otras poblaciones o confirmacion de su utilidad como biomarcadores
predictivos. Entre las variantes genéticas investigadas, algunas se han relacionado
previamente con papeles potenciales como predictores de respuesta a IFN-B [65],
otras como modificadores de respuesta [63], aumento de la actividad de la
enfermedad [64] o involucradas en el mecanismo de accién del tratamiento con IFN
[61].
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En un GWAS que evalud 428,867 SNP en 210 pacientes con EMRR de origen caucisico,
el SNP mas significativo asociado con la respuesta al IFN-B fue rs12557782,
perteneciente al gen GRIA3 [65]. El gen GRIA3 (Receptor de Glutamato lonotrépico
Ampa 3), ubicado en el cromosoma X, juega un papel importante en la transmision
sindptica en el SNC [74,75]. La variante rs12557782 (alelo G) de este gen ha sido
identificada como un posible biomarcador de respuesta a la terapia con IFN- en 144
mujeres espafiolas con EMRR (p=0.002; OR=2.7; ICg5%-1.5, 5.2) [65].

El gen TNFRSF10A codifica el miembro 10a de la superfamilia de receptores del TNF,
que es el receptor para el ligando citotdxico TNFSF10/TRAIL [76] La molécula
adaptadora FADD recluta caspasa-8 para el receptor activado, dando lugar a un
complejo de sefializacién inductor de muerte celular que activa proteoliticamente la
caspasa-8, la cual inicia la cascada posterior de caspasas mediadoras de apoptosis [77]
Este receptor promueve ademads la activacion de NF-kappa-B [78] y se ha involucrado
en enfermedades autoinmunes mediadas por células T, como la EM [79]. El
polimorfismo rs20576 (genotipo CC) se identific6 como un predictor de respuesta
positiva a IFN-B (p=8.88 -10"4; OR: 0.30; 1Cs5%-0.14, 0.63) en el andlisis conjunto de una
cohorte original de 509 y una cohorte de validaciéon de 226 pacientes espafioles con
EMRR [73].

La Catepsina S (CTSS) es una cisteina proteasa lisosémica altamente expresada en
células presentadoras de antigenos (células B, macréfagos, microglia y células
dendriticas) [80-83] La funcidn principal de esta proteasa es la degradacion de la
cadena invariante asociada al complejo mayor de histocompatibilidad clase Il, y la
presentacion del antigeno del MHC de clase Il, procesos relacionados con la respuesta
inmune [83,84] En 230 pacientes con EMRR de Belfast, Reino Unido, los portadores
del alelo C del polimorfismo rs1136774, ubicado en el gen CTSS, mostraron una mayor
respuesta a IFN-B (p=0.02; OR=0.38; 1Co5%-0.18, 0.84) [63].

El gen OAS1 (oligoadenilato sintetasa 1) es inducido por IFN y codifica una proteina
involucrada en los mecanismos de regulacion de la infeccién viral [85]. El genotipo AA
en la variante rs10774671 de este gen conferia susceptibilidad a la EM en 401
pacientes con EMRR tratados con IFN-B y 394 controles sanos de Dublin, Irlanda,
mientras que el genotipo GG protegia frente a la actividad de la enfermedad (p=0.04;
Hazard ratio=1.47; 1Co5%-1.01, 2.16) [64].

El gen CBLB (Linfoma b de linaje B de Casitas) es un regulador clave de los umbrales de
activacion del sistema inmunitario periférico y de los linfocitos T, implicado en la
tolerancia inmunoldgica y la autoinmunidad [61,71,72]. En 37 pacientes con EMRR de
Hamburgo, Alemania, los portadores del alelo T del polimorfismo CBLB rs12487066
mostraron una reduccidon en la expresiéon de CBLB en comparaciéon con los
homocigotos CC en presencia de IFN-B (p=0.012), sin inhibir la proliferacion de
linfocitos T [61].

Se han identificado otros SNP como indicadores de respuesta al IFN-B en varios
estudios. En el GWAS de Comabella et al., mencionado anteriormente, se evaluaron
428.867 SNP en una cohorte de 106 pacientes con EMRR de origen caucasico [65]. Se
identificaron otros polimorfismos como posibles biomarcadores de respuesta a IFN-B:
CIT rs7308076 (alelo C), ADAR rs222985 (alelo A), ZFAT rs733254 (alelo G), STARD13
rs9527281 (alelo T), ZFHX4 rs11787532 (alelo C), IFNAR2 rs2248202 (alelo C), (p=0.006;
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p=0.02; p=0.02; p=0.02; p=0.04; p=0.004) respectivamente [65]. Otro GWAS con una
cohorte de 285 pacientes con EMRR de origen caucdsico identificd tres polimorfismos
como posibles candidatos para predictores de respuesta: GPC5 rs10492503 y COL25A1
rs794143 (genotipos homocigotos del alelo menor versus alelos homocigotos mayores)
(p=0.007 y p=0.037) respectivamente [62] y HAPLN1 rs4466137 (genotipo heterocigoto
de alelos minoritarios-mayoritarios versus alelos principales homocigotos (p <0.001)
[62]. Otro estudio que incluyd a 261 pacientes con EMRR, para evaluar la influencia de
variantes del gen IRF5 en la respuesta a IFN-B, mostré dos polimorfismos, IRF5
rs2004640 (genotipo TT versus alelo G) e IRF5 rs4728142 (genotipo AA versus alelo G),
asociados con menor respuesta a IFN-B (p <0.001 y p=0.002 respectivamente) [66].
CD46 rs2724385 se identific6 como un posible biomarcador de respuesta en un
estudio que incluyd a 406 pacientes con EMRR y 513 controles de origen caucdsico
(genotipo AT: p=0.007; genotipo TT: p=0.006) [67]. Los polimorfismos PELI3 rs2277320
y GABRR3 rs832032 (p=0.008; p=0.006) destacaron como indicadores de respuesta al
IFN-B en una cohorte de 1385 pacientes caucasicos con EMRR [68]. Los portadores del
alelo A del gen IFNAR1 rs1012334 mostraron una tendencia a reducir las tasas de
recaida (p=0.03) en un estudio con 147 pacientes con EMRR [69]. Este SNP fue
investigado en otro estudio con 230 pacientes, sin mostrar resultados significativos
[63] sin embargo, el gen LMP7 rs2071543 (alelo C) se identific6 como un posible
biomarcador de respuesta (p=0.002) [63]. Un estudio que incluyd a pacientes iranies
con EM divididos en 146 respondedores a IFNB y 85 no respondedores, asi como 180
controles sanos, mostrd que el genotipo AA en MX1 rs464138 era significativamente
mas alto en respondedores en comparacién con no respondedores (p=0.038) [86]. En
un GWAS que incluyd a 479 pacientes con EM tratados con IFN-B de Australia, Espaia
e Italia, se encontraron asociaciones para el alelo C del gen FHIT rs760316 (p=6,74 x
10-6), el alelo T de GAPVD1 rs10819043 (p=5,83 x 10-5) y ZNF697 rs10494227 para el
alelo A (p=8.15 x 10-5) [70].
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4 JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Actualmente, la farmacoterapia de la EM estd enfocada principalmente a reducir la
progresién de esta enfermedad de caracter crénico, y aumentar la calidad de vida del
paciente. Se estima que entre el 30% y el 50% de los pacientes EM son no
respondedores a tratamiento [59,60]. Los tratamientos incluyen farmacos de la linea
cldsica, como son IFN-B y acetato de glatirdmero, y nuevas opciones terapéuticas,
como natalizumab, fingolimod, teriflunomida, dimetilfumarato, alemtuzumab vy
ocrelizumab, cuyos porcentajes de efectividad, en funcién de la reduccién del nimero
de recaidas son prometedores, pero cuyo uso prolongado suele dar lugar a
inefectividad [33,38,45,47,50,55,52,56].

La Farmacogenética es un recurso clinica y éticamente indispensable para aumentar la
efectividad de los tratamientos y reducir los efectos secundarios asociados a farmacos.
De los medicamentos aprobados por la Food and Drug Administration (FDA), 121
tienen ya un biomarcador en ficha técnica con recomendaciones o indicaciones
referentes a dosis y administraciéon [87]. Algunos estudios han tratado de encontrar
biomarcadores farmacogenéticos para predecir la respuesta a los farmacos
modificadores de EM [61-70]. A pesar de que IFN-B es el que ha sido estudiado en
mayor extension [61-65], el valor predictivo de la mayoria de los biomarcadores
propuestos, como ocurre con los polimorfismos GRIA3-rs12557782, y TNFRSF10A-
rs20576, no ha sido consistentemente demostrado [65,73]. Tampoco hay suficientes
estudios de replicaciéon que confirmen su posible extrapolacién en otras poblaciones,
como ocurre con los polimorfismos en CTSS-rs1136774 y OAS1-rs10774671 [63,64].
También es interesante investigar la posible implicacién en la respuesta terapéutica a
IFN-B de variantes de riesgo, como es el caso de CBLB-rs12487066, que hasta ahora no
ha sido explorada [61].

Por tanto, actualmente no existen biomarcadores de respuesta a IFN-B, especialmente
de tipo genético, en pacientes de EM, que permitan optimizar su tratamiento de forma
rutinaria. La identificacidén de tales biomarcadores permitiria determinar la respuesta a
IFN-B en funcién de su genotipo, prediciendo con una alta certeza qué pacientes van a
responder a determinada terapia, lo que garantizaria una mayor calidad de vida al
paciente, mejorando los resultados terapéuticos, y en ultima instancia, la costo-
efectividad de la terapia.

Por ello, en este estudio se seleccionaron polimorfismos en los genes GRIA3,
TNFRSF10A, CTSS, OAS1 y CBLB, previamente identificados con roles potenciales en
respuesta a IFN-B [65], como modificadores de respuesta [63], aumento de la actividad
de la enfermedad [64] o involucrados en el mecanismo de accion del tratamiento con
IFN [61], con el objetivo de explorar su posible papel predictivo a terapia con IFN-B en
pacientes con EM.
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5 HIPOTESIS Y OBJETIVOS

5.1 HIPOTESIS

Los marcadores farmacogenéticos pueden predecir la respuesta al tratamiento con
IFN-B en pacientes diagnosticados de EMRR.

5.2 OBIJETIVOS

5.2.1

OBIJETIVO PRINCIPAL

Investigar la influencia de cinco polimorfismos (CBLB-rs12487066, GRIA3-rs12557782,
CTSS-rs1136774, OAS1-rs10774671 y TNFRSF10A-rs20576) en la respuesta a IFN-B y en
la variacion de EDSS en pacientes EMRR tratados con IFN- durante un periodo de 24

meses.

5.2.2

1.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar la respuesta a IFN-B, definida segun los criterios de Rio et al. [88,89] en
pacientes EMRR tratados con IFN-B durante un periodo de 24 meses.

Calcular la variacion de EDSS en pacientes EMRR tratados con IFN-B durante un
periodo de 24 meses.

Investigar la influencia de las variables clinicas y sociodemogréficas sexo,
antecedentes familiares de cancer, edad en el momento del diagndstico de EM,
duracidn de la enfermedad, EDSS basal y opcion terapéutica en la respuesta a
IFN-B, definida segun los criterios de Rio et al. [88,89] en pacientes EMRR
tratados con IFN- durante un periodo de 24 meses.

Investigar la influencia de las variables clinicas y sociodemograficas sexo,
antecedentes familiares de cancer, edad en el momento del diagndstico de EM,
duracidén de la enfermedad, EDSS basal y opcién terapéutica en la variacién de
EDSS en pacientes EMRR tratados con IFN- durante un periodo de 24 meses.

Investigar la influencia de los polimorfismos CBLB-rs12487066, GRIA3-
rs12557782, CTSS-rs1136774, OAS1-rs10774671 y TNFRSF10A-rs20576 en la
respuesta a IFN-B segun los criterios de Rio et al. [88,89], asi como su
independencia de variables clinicas y sociodemograficas, en pacientes EMRR
tratados con IFN-B durante un periodo de 24 meses.

Investigar la influencia de los polimorfismos CBLB-rs12487066, GRIA3-
rs12557782, CTSS-rs1136774, OAS1-rs10774671 y TNFRSF10A-rs20576 en la
variacién de EDSS, asi como su independencia de variables clinicas vy
sociodemograficas, en pacientes EMRR tratados con IFN-B durante un periodo
de 24 meses.
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6 MATERIALY METODOS

6.1 TIPO DE ESTUDIO

Se realizé un estudio de cohortes ambispectivo.

6.2 POBLACION DE ESTUDIO

Este estudio se llevd a cabo en el Hospital Universitario Virgen de las Nieves (HUVN) de
Granada, Espafa, durante el periodo de mayo de 2016 a junio de 2020.

Se incluyeron 137 pacientes de origen étnico europeo, diagnosticados con EMRR,
mayores de 18 aios y tratados con IFN-B. El periodo de seguimiento fue de 24 meses.

Este estudio fue aprobado por el Comité de Etica e Investigacién de HUVN vy se realizé
conforme a la declaracién de Helsinki. Todos los pacientes firmaron un consentimiento
informado.

6.3 CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

6.3.1 CRITERIOS DE INCLUSION

e Edad 218 afios

e Diagnostico de EMRR

e Pacientes en tratamiento/tratados con INF-B durante un minimo de 24 meses
6.3.2 CRITERIOS DE EXCLUSION

e Pacientes diagnosticados de EM, subtipos CIS o RIS, EMPP o EMPS

e Negativa a participar en el estudio

e Pacientes con diagndstico de otros desérdenes neurolégicos

e Pacientes con infecciones activas conocidas

e Pacientes con patologia neoplasica

e Mujeres embarazadas o con intencidn de quedarse embarazadas durante el
periodo de estudio

6.4 VARIABLES

6.4.1 VARIABLES RESULTADO O DEPENDIENTES

Se consideraron dos variables de resultado: respuesta a IFN-3, definida de acuerdo a
los criterios de Rio et al. [88,89], y cambio en el EDSS.

6.4.1.1 Variable “respuesta a IFN-B”

Los pacientes se clasificaron como no respondedores si [88,89]:

27



MATERIAL Y METODOS

e habia evidencia de actividad de la enfermedad por resonancia magnética.
e y/oaumento de al menos un punto en la escala EDSS.

e y/o tenian una o mas recaidas que persistieron durante un periodo de tiempo
minimo de dos visitas programadas consecutivas separadas por un intervalo de
seis meses.

También se consideraron no respondedores aquellos pacientes a los que la medicacién
se les suspendiera en ausencia de toxicidad.

6.4.1.2 Variable “cambio en la EDSS”

Se definié como variacion (incremento) o no (sin cambio) en la puntuacién calculada
en la escala EDSS a los 24 meses. La variacion se calculdo como la diferencia entre la
EDSS a los 24 meses y la basal.

6.4.2 VARIABLES CLINICAS Y SOCIODEMOGRAFICAS

Las variables incluidas fueron:
e Sexo.
e Antecedentes familiares de cadncer.
e Edad en el momento del diagndstico de EM (afios).
e Duracion de la enfermedad (afios).

e Escala Expandida de Discapacidad (EDSS) [16] (Tabla 3) basal (al comienzo del
tratamiento) y a los 24 meses de terapia.

e [ndice de severidad de EM (Multiple Sclerosis Severity Score, MSSS).
e (ndice de progresion (EDSS/Afios de enfermedad) [17]

e Forma clinica y de administracion del tratamiento (IFN1a IM, 1a SC, 1a PEG, 1b
SC) [30].

6.4.2.1 RECOGIDA DE DATOS CLINICOS DEL PACIENTE Y FUENTES DE INFORMACION

Los datos clinicos y sociodemograficos se recogieron mediante la revisidon y
seguimiento de las historias clinicas de los pacientes incluidos en el estudio.

e Diraya clinica
e Estacion clinica

e Servicio de documentacion del HUVN
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Descripcion

0.0
1.0
15
2.0
2.5
3.0

3.5

4.0

4.5

5.0

5.5

6.0

6.5

7.0

7.5

8.0

8.5

9.0

9.5

10.0

Examen neuroldégico normal, sin discapacidad en ningun SF
Sin discapacidad, signos minimos en un SF

Sin discapacidad, signos minimos en mas de una SF
Discapacidad minima en un SF

Discapacidad leve en una SF o discapacidad minima en dos SF

Incapacidad moderada en una SF, o incapacidad leve en tres o cuatro SF.

Sin impedimento para caminar

Invalidez moderada en un SF e invalidez superior a la minima en varios otros.

Sin impedimento para caminar

Discapacidad importante pero autosuficiente y hasta unas 12 horas al dia.

Capaz de caminar sin ayuda ni descanso durante 500 m.

Discapacidad significativa, pero esta despierto gran parte del dia, capaz de trabajar un
dia completo, de lo contrario puede tener alguna limitacién de actividad completa o
requerir asistencia minima.

Capaz de caminar sin ayuda ni descanso durante 300 m.

Discapacidad lo suficientemente grave como para afectar las actividades diarias
completas y la capacidad de trabajar un dia completo sin disposiciones especiales.
Capaz de caminar sin ayuda ni descanso durante 200 m.

Discapacidad lo suficientemente grave como para impedir las actividades diarias
completas.

Capaz de caminar sin ayuda ni descanso durante 100 m.

Requiere una ayuda para caminar (baston, muletas, etc.) para caminar unos 100 m
con o sin descanso

Requiere dos ayudas para caminar (un par de bastones, muletas, etc.) para caminar
unos 20 m sin descansar

Incapaz de caminar mas alla de aproximadamente 5 m incluso con ayuda.
Esencialmente restringido a silla de ruedas; aunque se desplaza solo en silla de ruedas
estandar y se traslada solo.

Andar en silla de ruedas unas 12 horas al dia

Incapaz de dar mas que unos pocos pasos.

Restringido a silla de ruedas y puede necesitar ayuda para trasladarse.

Puede andar solo pero no puede continuar en una silla de ruedas estdndar durante un
dia completo y puede requerir una silla de ruedas motorizada

Esencialmente restringido a la cama o silla 0o empujado en silla de ruedas.

Puede estar fuera de la cama gran parte del dia.

Conserva muchas funciones de cuidado personal.

Generalmente tiene un uso efectivo de las armas.

Esencialmente restringida a la cama la mayor parte del dia.

Tiene cierto uso efectivo de los brazos.

Conserva algunas funciones de autocuidado

Confinado a la cama.

Todavia puede comunicarse y comer

Confinado en cama y totalmente dependiente.

Incapaz de comunicarse efectivamente o comer/tragar

Muerte por EM

Tabla 3. Escala Expanded Disability Status Scale (EDSS) [17]. Las etapas 1.0 a 4.5 de la EDSS se refieren a
personas con esclerosis multiple (EM) que pueden caminar sin ninguna ayuda y se basan en medidas de
deterioro en ocho sistemas funcionales (SF): piramidal: debilidad muscular o dificultad para mover las
extremidades; cerebeloso: ataxia, pérdida de equilibrio, coordinacién o temblor; tronco encefalico:
problemas con el habla, la degluciéon y el nistagmo; sensorial: entumecimiento o pérdida de sensaciones;
funcidn del intestino y la vejiga; funcion visual - problemas con la vista; funciones cerebrales - problemas
con el pensamiento y la memoria; otro
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6.4.3 VARIABLES GENETICAS

Genotipo del paciente en los polimorfismos genéticos CBLB-rs12487066, GRIA3-
rs12557782, CTSS-rs1136774, OAS1-rs10774671 y TNFRSF10A-rs20576.

6.4.3.1 ANALISIS DE POLIMORFISMOS GENETICOS

Se determinaron los siguientes SNPs, utilizando PCR en tiempo real con sondas
TagMan (Tabla 4), de acuerdo con los protocolos descritos anteriormente [90]: CBLB
(rs12487066), GRIA3 (rs12557782), CTSS (rs1136774), OAS1 (rs10774671), TNFRSF10A
(rs20576).

La extraccién de ADN de las muestras de saliva se realizé mediante QlAamp Mini Kit
(Qiagen Gmbh, Hilden Germany), segun los protocolos de extraccién indicados por el
fabricante.

rs Gen Polimorfismo | Secuencia
Localizacion [VIC/FAM]
cromosomica
(GRCh37)
rs1136774 CTSS c/T C__26673019_10
1:150738197 Catepsina S ACGTGATAGAACCAGCAGTTGCTCC
[C/T]
ACAGTAAGAGTCCTTGAATTAGTGG
rs12487066 CBLB Cc/T C__30681860_10
3:105912130 Linfoma b de linaje B GAAAAACTTAACGACTAAAAGTGAT
de Casitas [C/T]
TCACTGACAAGGTGCTGTAGCAAAA
rs20576 TNFRSF10A G/T C_12102849_10
8: 23058220 Miembro 10a de la TGTACCTGATTCTTTGTGGACACAC
superfamilia del [G/T]
receptor de TNF CGATGTCACTCCAGGGCGTACAATC
rs10774671 OAS1 A/G C___2567433_10
12:113357193 2'-5'-oligoadenilato TGTGATCATGTGTCTCACCCTTTCA
sintetasa 1 [A/G]
GCTGAAAGCAACAGTGCAGACGATG
rs12557782 GRIA3 A/G C___ 2471179 10
X:122377738 Receptor ionotrépico TAACCATATTATCTCGATATAAAAG
de glutamato tipo [A/G]
AMPA subunidad 3 GCCTAAAAAGCACCCTCTTAGCCCA

Tabla 4. Informacién Genotipado sondas TagMan de ThermoFisher Scientific.

6.5 ANALISIS ESTADISTICO

Todos los analisis estadisticos se llevaron a cabo con R 3.0.1 [91], excepto el equilibrio
de Hardy-Weinberg, que se estimd utilizando el conjunto de herramientas de analisis
de asociacién del genoma completo de cddigo abierto y gratuito PLINK 1.9 [92].

El andlisis estadistico del polimorfismo rs12557782 en el gen GRIA3 (Cromosoma X) se
estratificé por sexo.

6.5.1 ANALISIS DESCRIPTIVO

Las variables cualitativas se expresaron como frecuencias y porcentajes.

30



MATERIAL Y METODOS

Las variables cuantitativas se expresaron como media y desviacién estandar para las
variables con distribucidn normal, o mediana y percentiles 25 y 75 para las variables
con distribucién no normal. Se utilizé la prueba de Lilliefors (Kolmogorov-Smirnov)
para evaluar la normalidad de las variables.

6.5.2 ANALISIS BIVARIANTE

Para analizar la asociacion entre respuesta a IFN-B/cambio en la EDSS y polimorfismos
(modelos genotipicos, aditivos, alélicos, dominantes y recesivos), asi como el resto de
las variables cualitativas independientes, se realizé un analisis bivariante utilizando
Chi-cuadrado de Pearson con correccion de Yates, o el test de Fisher para frecuencias
esperadas por debajo de 5%.

Se calculé el Riesgo Relativo (RR) y su intervalo de confianza al 95% (ICos%).
Los modelos genéticos se definieron de la siguiente manera, siendo m el alelo
minoritario y M es el alelo mayoritario:

e genotipico: mm vs Mm vs MM

e dominante: mmy Mm vs MM

e recesivo: mmvs Mmy MM

e alélico:Mvs m

El andlisis bivariante para variables cuantitativas independientes se realizé mediante la
prueba de Wilcoxon.

6.5.3 ANALISIS MULTIVARIABLE

Para verificar la influencia de los SNPs en la respuesta a IFN-B/cambio en la EDSS, se
aplicé un modelo de regresion logistica multivariable, tomando un nivel de
significacion de p<0.05.
6.6 ASPECTOS ETICOS

Esta investigacion fue aprobada por el Comité Etico de Investigacidn Clinica y Ensayos
Clinicos del Hospital Universitario Virgen de las Nieves (ANEXO 1). Los pacientes
firmaron un consentimiento (ANEXO 2) y ademas se les proporciond la informacion
referente al estudio contenida en la Hoja de Informacién al Paciente (ANEXO 3).

Se realizé y aprobd la solicitud al Biobanco del Sistema Sanitario Publico de Andalucia
para la gestidon de las muestras (cédigo de la coleccién: 19160002).

Esta investigacidn cumple por tanto con los aspectos éticos y legales descritos en:
¢ Declaracién Universal sobre Bioética y Derechos Humanos, octubre de 2005.
e Declaracion Mundial sobre el Genoma y los Derechos Humanos (UNESCO).

e Ley 15/1999 de 13 de diciembre. Proteccion de Datos de Caracter Personal.
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Ley 41/2002, de 14 de noviembre, basica reguladora de la autonomia del
paciente y de derechos y obligaciones en materia de informacion y
documentacion clinica.

Ley 14/2007, sobre Investigacion Biomédica.

Real Decreto 1716/2011, de 18 de noviembre, por el que se establecen los
requisitos bdsicos de autorizacién y funcionamiento de los biobancos con fines
de investigaciéon biomédica y del tratamiento de las muestras bioldgicas de
origen humano, y se regula el funcionamiento y organizacion del Registro
Nacional de Biobancos para investigacion biomédica.

Real Decreto 1720/2007, de 21 de diciembre, por el que se aprueba el
Reglamento de desarrollo de la Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre, de
proteccién de datos de caracter personal.

Real Decreto 65/2006, de 30 de enero, por el que se establecen requisitos para
la importacidon y exportacion de muestras bioldgicas.

Orden SAS/3166/2009, de 16 de noviembre, por la que se sustituyen los anexos
del Real Decreto 65/2006, de 30 de enero, por el que se establecen requisitos
para la importacidn y exportacién de muestras bioldgicas.
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RESULTADOS

7 RESULTADOS
7.1 ANALISIS DESCRIPTIVO DE LA POBLACION

7.1.1 CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS PACIENTES

Se incluyeron un total de 137 pacientes, de origen étnico europeo, diagnosticados de
EMRR que habian sido tratados con IFN-B (1a, PEG 1a, 1b), cuyas caracteristicas
clinicas y sociodemograficas se detallan en la Tabla 5.

La mediana de la edad del diagndstico fue de 31 afios, con una duracién media de la
enfermedad de 2 afios. La proporcién de mujeres fue del 65.7% (90/137). Sesenta y
nueve pacientes mantuvieron su EDSS estable después de 24 meses de terapia
(84.2%), y el resto (15.9%) aumentd su puntuacion EDSS en una mediana de 0.5
puntos. El 77.3% de los pacientes mostré una buena respuesta a la terapia con IFN-B.

CARACTERISTICAS N (%) Pso [P25, Pys]
Sexo
Mujer | 90 (65.7)
Hombre | 47 (34.3)
Antecedentes de cancer
Si| 6(4.4)
No | 131 (95.6)
Edad al diagndstico de esclerosis multiple 31 (25, 39]
Duracion de la enfermedad (aiios) 2[2,4]
EDSS Basal 1[0, 1]
EDSS 24 meses 1[0, 1.5]
Cambio en EDSS 010, 2]
Sin cambio | 69 (84.2) 010, 0]
Incremento | 13 (15.9) | 0.5[0.5, 1.0]
indice de severidad de esclerosis multiple 1.9 [0.5, 2.0]
indice de progresién 0.3[0.0, 0.5]
Respuesta a Interferén Beta
Si | 106 (77.3)
No | 31(22.6)
Opcidn terapéutica
1a Intramuscular | 54 (39.4)
1a Subcutaneo | 46 (33.6)
1a Pegilado 5(3.6)
1b Subcutaneo @ 14 (10.2)
Sin especificar | 18 (13.1)

Tabla 5. Caracteristicas clinicas y sociodemograficas de 137 pacientes esclerosis multiple tratados con
interferén Beta. EDSS: Escala expandida de discapacidad.

7.1.2 CARACTERISTICAS GENETICAS DE LOS PACIENTES

Las frecuencias de los cinco SNPs investigados se encuentran en la Tabla 6, en la que se
observa que todos se encontraban en equilibrio de Hardy-Weinberg.
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Posicid Numero de HWE
osicion .
Pacientes

Crom Gen SNP (GRCh37) M p-valor
N mm mM | MM

1 CTSS rs1136774 | 150738197 | C | T 137 33 68 36 0.656
% | 24.1 | 49.6 | 26.3 '

3 CBLB rs12487066 | 105912130 | C | T 137 10 48 & 0.710
% 73 | 35.0 57.7 '

8 TNFRSF10A rs20576 23058220 | G | T 137 3 60 74 0.948
% 2.2 1 43.8 | 54.0 '
137 @ 17 69 51

12 OAS1 rs10774671 | 113357193 | G | A 0.313
% | 12.4 | 50.4  37.2
90 18 44 28

X GRIA3* rs12557782 | 122377738 | G | A 1
% | 20.0 | 489  31.1

Tabla 6. Frecuencias de los cinco polimorfismos analizados en la cohorte de 137 pacientes de esclerosis
multiple y equilibrio Hardy-Weinberg (HWE). Crom: cromosoma. m: alelo minoritario. M: alelo
mayoritario. N: niumero de pacientes. SNP: Polimorfismo de Nucledtido Simple. * Calculado sélo para
mujeres.

7.2 ANALISIS BIVARIANTE

INFLUENCIA DE LAS VARIABLES CLINICAS Y SOCIODEMOGRAFICAS EN LA
RESPUESTA A IFN-B Y CAMBIO EN LA EDSS

7.2.1

La EDSS basal fue la Unica variable clinica/sociodemogréfica asociada con la respuesta
a IFN-B (p=0.008, Tabla 7) y cambio en la EDSS (p=0.036, Tabla 8).

No hubo diferencias en la distribucidn de respondedores y no respondedores al IFN-B o
cambio en la EDSS entre hombres y mujeres, pacientes con antecedentes de cancer, o
entre las diferentes opciones terapéuticas de IFN-B (Tabla 7 y Tabla 8,
respectivamente).

Las medianas de edad en el momento del diagndstico y la duracién de EM tampoco
fueron diferentes entre respondedores y no respondedores al IFN-B o cambio en la
EDSS (Tabla 7 y Tabla 8, respectivamente).

CARACTERISTICAS N RESPUESTA P
Si NO
Sexo
Mujer | 90 | 63 (63.0) 27 (73.0) 0.374
Hombre 47 | 37(37.0) | 10(27.0)
Antecedentes de cancer
Si| 6 4(4.0) 2(5.4) 0.661*
No | 131 | 96 (96.0) 35 (94.6)
Edad en el diagndstico de EM (afios) | 137 | 31 [24,38] | 31[25,40] | 0.767
Duracion de la enfermedad (aiios) 137 2 [2, 4] 2 (2, 2] 0.217
EDSS Basal 137 110, 1] 11[1, 2] 0.008
Opcidn terapéutica (1a o 1b)
la | 105 86(88.7) 19 (86.4) 0.721
1b 14 11 (11.3) 3(13.6)
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Opciodn terapéutica
1a Intramuscular | 54 45 (46.4) 9 (40.9) 0.770%*
1a Subcutaneo | 46 @ 36(37.1) 10 (45.5)
la Pegilado | 5 5(5.2) 0(0)
1b Subcutaneo | 14 11 (11.3) 3(13.6)

Tabla 7. Asociacion de caracteristicas clinicas y sociodemograficas con la Respuesta a IFN-B en 137
pacientes con Esclerosis Multiple (EM) tratados con Interferén Beta (Analisis Bivariante). * Valor p para
la prueba exacta de Fisher. Valor de p para la prueba de chi-cuadrado en variables cualitativas. Valor p
para la prueba de Wilcoxon. Los valores p significativos se muestran en negrita. Las frecuencias se
expresan como numero (%). Las variables cuantitativas se expresan como Pso [P2s, P7s]. Los porcentajes
que se calculan por columna. EDSS: Escala Expandida de Discapacidad.

CARACTERISTICAS N Escala Expandida de p
Discapacidad
Incremento | Sin cambio
Sexo
Mujer 53 47 (68.1) 6(46.2) | 0.204*
Hombre | 29 22 (31.9) 7 (53.8)
Antecedentes de cancer
Si| 4 2(2.9) 2 (15.4) 0.116*
No 78 | 67(97.1) 11 (84.6)
Edad en el diagndstico EM 82 | 30124, 38] 31[26, 37] 0.380
Duracion de la enfermedad (afios) 82 2 [2,4] 2[2,3] 0.917
EDSS Basal 82 1[0.1] 1.5[0.2] 0.036
Opcion terapéutica (1a o 1b)
la | 71 9(69.2) 62 (91.2) 0.050
1b | 10 4 (30.8) 6 (8.8)
Opcidn terapéutica
1a Intramuscular | 35 6 (46.2) 29 (42.6) 0.070
1a Subcutaneo 31 2 (15.4) 29 (42.6)
1la Pegilado | 5 1(7.7) 4 (5.9)
1b Subcutaneo | 10 4 (30.8) 6 (8.8)

Tabla 8. Asociacidon de caracteristicas clinicas y sociodemograficas con el cambio en la Escala Expandida
de Discapacidad (EDSS) en 137 pacientes con Esclerosis Multiple (EM) tratados con Interferon Beta
(Andlisis Bivariante). * Valor p para la prueba exacta de Fisher. Valor de p para la prueba de chi-
cuadrado en variables cualitativas. Valor p para la prueba de Wilcoxon. Los valores p significativos se
muestran en negrita. Las frecuencias se expresan como numero (%). Las variables cuantitativas se
expresan como Pso [P2s, P7s]. Los porcentajes que se calculan por columna.

7.2.2 INFLUENCIA DE LOS SNPs EN LA RESPUESTA A IFN-B Y CAMBIO EN LA EDSS

7.2.2.1 INFLUENCIA DE LOS SNPs EN RESPUESTA A IFN-B

El andlisis bivariante para evaluar la influencia en la respuesta a IFN-B de los
polimorfismos genéticos CBLB-rs12487066, TNFRSF10A-rs20576, CTSS-rs1136774 y
OAS1-rs10774671 se detalla en la Tabla 9, y para el polimorfismo GRIA3-rs12557782 en
la Tabla 10.

El andlisis bivariante mostré que los pacientes con genotipo CC en el polimorfismo
rs1136774 del gen CTSS (modelo recesivo) tenian mayor respuesta a IFN-B (p=0.047;
RR=1.3; Clgs%=1.0. 1.7).
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Respuesta a IFN-B

Gen SNP Modelo Genético | N | NO Valor p
Alelo Minoritario N (%) N (%)
CBLB rs12487066 Genotipico 10 9 (90.0) 1(10.0) | 0.568*
C 48 | 34(70.8)  14(29.2)
79 | 57(72.2) 22(27.8)
Dominante 58 | 43(74.1) | 15(25.9)  0.949
Recesivo 10 9(90.0) 1(10.0) | 0.287*
Alélico 68 | 52(76.5) | 16(23.5) 0.456
CTSS rs1136774 Genotipico 33 | 29(879) | 4(12.1) | 0.083
C 68 = 47(69.1) 21(30.9)

36 | 24(66.7) | 12(33.3)
Dominante 101 | 76(75.2) | 25(24.8) | 0.437

Recesivo 33 | 29(87.9) @ 4(12.1) | 0.047

Alélico 134 | 105 (78.4) | 29 (21.6) | 0.050

OAS1 rs10774671 Genotipico 51 | 37(72.5) | 14(27.5) | 0.714*
G 69 | 49(71.0) 20(29.0)
17 | 14(82.4) | 3(17.6)

Dominante 86 | 63(73.3) | 23(26.7) 1

Recesivo 17 | 14(82.4) | 3(17.6) | 0.559*

Alélico 103 | 77(74.8) | 26 (25.2) | 0.609

TNFRSF10A rs20576 Genotipico 3 1(33.3) 2(66.7) | 0.227*
G 60 | 43(71.7) 17(28.3)
74 | 56(75.7)  18(24.3)

Dominante 63 | 44(69.8) H 19(30.2) | 0.566

Recesivo 3 1(33.3) 2(66.7) | 0.177*

Alélico 66 | 45(68.2) | 21(31.8) | 0.312

Tabla 9. Analisis bivariante. Asociacidn de polimorfismos genéticos con respuesta después de 24 meses
de tratamiento con Interferén Beta. * Valor p para la prueba exacta de Fisher. Valor p para la prueba de
chi-cuadrado en caso contrario. Los valores p significativos se muestran en negrita. Los porcentajes que
se muestran estan calculados por fila.

Respuesta a IFN-

Gen SNP Modelo Genético | N Sl NO Valor p
Alelo Minoritario N (%) N (%)
GRIA3 rs12557782 Women (n=90)
G Genotipico 30 | 17 (56.7) | 13 (43.3) | 0.034*

45 | 32 (71.1) | 13 (28.9)
15| 14(93.3) | 1(6.7)
Dominante 60 | 46 (76.7) | 14 (23.4) | 0.087

Recesivo 15 | 14(93.3) | 1(6.7) | 0.033*
Alélico 81 | 64(79.0) | 17 (21.0) | 0.010
Men (n=47)

23 | 18(78.3) | 5(21.7) 1*

24 | 19(79.2) | 5(20.8)
Tabla 10. Asociacidn de polimorfismos genéticos con respuesta después de 24 meses de tratamiento
con Interferdn Beta, estratificado por sexo, para el polimorfismo rs12557782 en el gen GRIA3. * Valor p

para la prueba exacta de Fisher. Valor p para la prueba de chi-cuadrado en caso contrario. Los valores p
significativos se muestran en negrita. Los porcentajes que se muestran estan calculados por fila.
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Asimismo, mujeres con genotipo GG en el polimorfismo rs12557782 del gen GRIA3
(modelo recesivo) presentaron mejor respuesta a IFN-f (p=0.033; RR=1.4; Clos%=1.0.
2.1).

7.2.2.2 INFLUENCIA DE LOS SNPs EN EL CAMBIO EN LA EDSS

El anadlisis bivariante para evaluar la influencia en el cambio en la EDSS de los
polimorfismos genéticos CBLB-rs12487066, TNFRSF10A-rs20576, CTSS-rs1136774 y
OAS1-rs10774671 se detalla en la Tabla 11, y para el polimorfismo GRIA3-rs12557782
en la Tabla 12.

Los polimorfismos de los genes CBLB-rs12487066 y TNFRSF10A-rs20576 mostraron una
tendencia a la asociacién con el cambio en la EDSS después de 24 meses de
tratamiento con IFN, pero no significativa (p < 0.1).

El polimorfismo rs10774671 del gen OAS1 no fue capaz de predecir la variacién de la
respuesta individual al IFN-B o el cambio en la EDSS.

Expanded Disability Status Scale

Gen SNP Modelo Genotipo | N | Incremento Sin Valor
Alelo Genético N (%) cambio p
Minoritario N (%)
CBLB rs12487066 = Genotipico cC 7 3 (42.9) 4(57.1) @ 0.130*
C cT 28 3(10.7) 25 (89.3)
T 47 | 7(14.9) 40 (85.1)
Dominante C- 35 6(17.1) 29 (82.9) 1
Recesivo CC 7 3(42.9) 4(57.1) | 0.075%*
Alélico C 42 | 33(78.6) 9(21.4) | 0.251
CTSS rs1136774 Genotipico cC 24 2 (8.3) 22(91.7) | 0.487*
C CT 40 7 (17.5) 33(82.5)
1T 18 4(22.2) 14 (77.8)
Dominante C- 64 9(14.1) 55 (85.9) | 0.467*
Recesivo CcC 24 2 (8.3) 22 (91.7) | 0.327*
Alélico C 88 | 77(87.5) 11(12.5) & 0.205
OAS1 rs10774671 Genotipico AA 30 5(16.7) 25(83.3) | 0.914*
G AG 42 6 (14.3) 36 (85.7)
GG 10 2 (20.0) 8 (80.0)
Dominante G- 52 8 (15.4) 44 (84.6) 1*
Recesivo GG 10 2 (20.0) 8(80.0) | 0.655%*
Alélico G 62 | 52(83.9) 10(16.1) | 0.940
TNFRSF10A rs20576 Genotipico GG 2 1(50.0) 1(50.0) | 0.101*
G GT 37 8(21.6) 29 (78.4)
1T 43 4(9.3) 39(90.7)
Dominante G- 39 9(23.1) 30(76.9) | 0.161
Recesivo GG 2 1(50.0) 1(50.0) | 0.293*
Alélico G 41 | 31(75.6) 10(24.4) @ 0.083

Tabla 11. Analisis bivariante. Asociacion de polimorfismos genéticos con cambio en la Escala expandida
de discapacidad (EDSS) después de 24 meses de tratamiento con Interferén Beta. * Valor p para la
prueba exacta de Fisher. Valor p para la prueba de chi-cuadrado en caso contrario. Los valores p
significativos se muestran en negrita. Los porcentajes que se muestran estan calculados por fila.
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Expanded Disability Status Scale

NP i
S Modelo . Incremento Sin . Valor
Gen Alelo Genético Genotipo | N N (%) cambio
Minoritario ? N (%)

Women (n=53)
AA 16 2 (12.5) 14 (87.5)

Genotipico AG | 27| 2(74) | 25(92.6)  0.456*

GG | 10 2(200)  8(80.0)

rs12557782 Dominante G- 37 4 (10.8) 33(89.2) 1*
GRIA3 G Recesivo GG | 10 2(200) | 8(80.0) | 0.315*
Alélico G 51 45(88.2)  6(11.8) | 0.889
Men (n=29)

A 13| 5(385) | 8(6LS) | ..

G 16 2(12.5) | 14(87.5)

Tabla 12. Asociacion de polimorfismos genéticos con el cambio en la Escala expandida de discapacidad
(EDSS) después de 24 meses de tratamiento con Interferén Beta, estratificado por sexo, para el
polimorfismo rs12557782 en el gen GRIA3.* Valor p para la prueba exacta de Fisher. Valor p para la
prueba de chi-cuadrado en caso contrario. Los valores p significativos se muestran en negrita. Los
porcentajes que se muestran estan calculados por fila.

7.3 ANALISIS MULTIVARIABLE

El analisis de regresion logistica multivariable (Tabla 13) mostré que los pacientes con
valores inferiores en EDSS basal (p=0.069; OR=0.60; 1Cy5%=0.34, 1.04) y portadores de
al menos una copia del alelo C de CTSS-rs1136774 tuvieron mejor respuesta a IFN-
(p=0.042; OR=2.94; IC95%=1.03, 8.40).

Pacientes con menor EDSS Basal (p=0.006; OR=0.36; 1Cs5%=0.016, 0.71) y portadores
del genotipo TT del gen TNFRSF10A-rs20576 tenian una mayor probabilidad de
mantener estable su EDSS después de 24 meses de tratamiento con IFN-B (p=0.025;
OR=5.71; I1C95%=1.39, 31.75).

Categoriade | Valorp | Odds Intervalo de
Referencia Ratio Confianza (95%)

Respuesta a Interferon Beta
EDSS Basal 0.069 0.60 0.34,1.04
CTSS rs1136774 (C-) TT 0.042 2.94 1.03, 8.40

Cambio en la EDSS
EDSS Basal 0.006 0.36 0.16, 0.71
TNFRSF10A rs20576 (TT) G- 0.025 5.71 1.39,31.75

Tabla 13. Andlisis multivariable. Asociacidén de polimorfismos genéticos con respuesta al Interferén Beta
y cambio en la Escala Expandida de Discapacidad (EDSS).

La asociacion GRIA3-rs12557782 con buena respuesta en mujeres y la tendencia
mostrada por CBLB-rs12487066 sobre el cambio en la EDSS en el analisis bivariante no
se confirmaron como asociaciones independientes después del andlisis multivariable.
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8 DISCUSION

El IFN-B es una de las terapias de tratamiento de primera linea mas utilizadas para la
EM. Aunque su mecanismo de accion aun no es del todo conocido, varios estudios
indican que juega un papel en la modificacidn de la expresion de genes implicados en
la respuesta inmune [30,93-96], inhibiendo la sintesis de citocinas inflamatorias (IL-12,
IL-17, IL-23), y favoreciendo la produccién de citocinas antiinflamatorias (IL-4, IL-10) y
células de tipo Th2 [97].

También se ha sugerido que la respuesta al IFN-B podria estar determinada por ciertas
variantes genéticas en los genes GRIA3, CBLB, CTSS, OAS1 y TNFRSF10A, entre otros
[61-65,71-73]. En este estudio se evalud la influencia de polimorfismos en estos cinco
genes (CBLB-rs12487066, GRIA3-rs12557782, CTSS-rs1136774, OAS1-rs10774671 vy
TNFRSF10A-rs20576) en la respuesta a IFN-B y en la variacion de EDSS en 137
pacientes EMRR tratados con IFN-B durante un periodo de 24 meses. La identificacién
de variantes genéticas como potenciales predictores de respuesta a IFN-B permitiria
anticipar qué pacientes van a responder de forma mas favorable a esta terapia, o
cuales tienen mayor probabilidad de fracaso terapéutico, garantizando mejores
resultados terapéuticos, lo que, en ultima instancia, se traduciria en una mayor calidad
de vida al paciente, y una mejora de la costo-efectividad de la terapia.

Los resultados del presente estudio sugieren que los polimorfismos TNFRSF10A-
rs20576 y CTSS-rs1136774 juegan un papel en la respuesta a IFN- en pacientes EMRR,
prediciendo mejores resultados a los 24 meses de tratamiento, ya sea manteniendo
estable la puntuacién EDSS o los signos clinicos de esta enfermedad.

El gen TNFRSF10A codifica el miembro 10a de la superfamilia de receptores del TNF,
que es el receptor para el ligando citotoxico TNFSF10/TRAIL (PubMed:26457518). La
molécula adaptadora FADD recluta caspasa-8 para el receptor activado, dando lugar a
un complejo de sefializacion inductor de muerte celular que activa proteoliticamente
la caspasa-8, la cual inicia la cascada posterior de caspasas mediadoras de apoptosis
(PubMed: 19090789). Este receptor promueve ademas la activacion de NF-kappa-B
(PubMed:9430227). Los resultados en los pacientes del presente estudio indican que el
genotipo TT en rs20576 del gen TNFRSF10A podria ser un posible indicador de mejor
respuesta a IFN-B, ya que se asocid con estabilidad en la escala de la EDSS a los 24
meses (Tabla 13: p=0.025; OR=5.71; CI95%=1.39, 31.75). Sin embargo, esto no se vio
reflejado en una asociaciéon con la respuesta a IFN-B cuando se defini6 como la
combinacion de EDSS/recaida/resonancia magnética. Es decir, a pesar de que los
pacientes con genotipo TT mantuvieron su EDSS en mayor medida que el resto, no
hubo diferencias en la variable normalmente usada para seguimiento clinico. El efecto
beneficioso del genotipo TT encontrado en este estudio contrasta con los hallazgos de
un estudio previo que incluyd a 509 pacientes con EM de origen espaiiol tratados con
IFN-B, seguido por una cohorte de validacién adicional de 226 pacientes, que mostré
una asociacién del genotipo CC con respuesta positiva a IFN-B, definido de forma
similar a la calculada en este estudio, ademas de a los 24 meses (OR: 0.30; C|95%=0.14-
0.63; p=8.88-10*) [73]. Las caracteristicas clinicas de los pacientes en ambos estudios
son similares. Otro estudio con 73 pacientes iranies con EM no encontré una
asociacion significativa de rs20576 con la respuesta de IFN-B (p=0.87) [98]. Ningun otro
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estudio ha explorado la influencia del polimorfismo rs20576 en la respuesta de IFN-
en pacientes con EM. Estudios centrados en su influencia en respuesta a terapia en
otras patologias, como linfoma folicular, tampoco muestran asociacién con la
respuesta a rituximab de primera linea, como se describié en 125 pacientes de origen
europeo [99]. Su papel como marcador de susceptibilidad para lupus eritematoso
sistémico [100], carcinoma hepatocelular [101], enfermedad de Alzheimer [102] o
linfomas [103] también ha sido investigado, aunque sin resultados concluyentes.

La catepsina S es una cisteina proteasa lisosémica altamente expresada en células
presentadoras de antigenos (células B, macréfagos, microglia y células dendriticas) (1-
4). La funcidén principal de esta proteasa es la degradaciéon de la cadena invariante
asociada al complejo mayor de histocompatibilidad clase I, y la presentacién del
antigeno del MHC de clase Il, procesos relacionados con la respuesta inmune (4 y
PubMed: 30612035). Los pacientes del presente estudio portadores del alelo C de
rs1136774 CTSS también mostraron una mejor respuesta a IFN-B en el andlisis
multivariable (Tabla 13: p=0.042; OR: 2.94; ICos%: 1.03, 8.40), en linea con los
resultados de un estudio previo en 230 pacientes con EMRR de origen europeo (Reino
Unido) en el que los portadores del alelo C presentaron una mejor respuesta al IFN-8
después de dos afos de seguimiento (p=0.02; OR: 0.38; 1Cos%: 0.18, 0.84) [63]. Se ha
sugerido que la proteina CTSS (cisteina proteinasa lisosomal) participa en Ia
presentacion de antigenos de microglia a través de la degradacién de la cadena
invariante asociada al MHC 11 [104], y la degradacién de la proteina bdsica de mielina in
vitro [105]. Los niveles séricos de catepsina S y cistatina C influyeron en la actividad de
la enfermedad en 73 pacientes con EMRR, especificamente en aquellos que
respondieron al IFN-B, a través de la reduccidn de los niveles séricos de catepsina S
[106].

No se encontrd ninguna asociacién de respuesta a IFN-B o cambio en EDSS con
polimorfismos genéticos en GRIA3, CBLB o OAS1. Mujeres EMRR portadoras del alelo G
del polimorfismo rs12557782 en GRIA3 respondieron mejor a IFN-B (p=0.002; OR=2.7;
ICos%=1.5, 5.2) en un GWAS que incluyé 106 pacientes con EMRR de origen caucasico
(espafiol) en el que se evaluaron 428.867 variantes [65]. No se observd asociacién de
este polimorfismo con respuesta a IFN-B en hombres [65]. A pesar de que el tamafo
muestral, el periodo de seguimiento de 24 meses y la relacién mujer: hombre (2:1) en
el presente estudio fue muy similar, y las mujeres GG mostraron una mayor respuesta
al IFN-B en el analisis bivariante, esta asociacién no resultd ser independiente después
del analisis multivariable (Tabla 10: p=0.033). La influencia de GRIA3-rs12557782 en
respuesta a IFN-B tampoco se encontrd en 73 pacientes con EM de origen irani, ni en
mujeres ni en hombres (p=0.15 y 0.4, respectivamente), aunque no se puede descartar
gue en este caso se debiera a un reducido poder estadistico, dado el tamano limitado
del estudio [98]. Por tanto, no hay muchos estudios que apoyen consistentemente el
efecto de GRIA3-rs12557782 en respuesta a IFN-B. El gen GRIA3 codifica un receptor
de glutamato de tipo AMPA, que participa en la mayoria de las transmisiones
sindpticas excitadoras del SNC, lo que potencialmente podria explicar la relacién entre
la respuesta al IFN-B y los genes que codifican los canales activados por
neurotransmisores [62].

El polimorfismo rs12487066 del gen CBLB se asocidé con el riesgo de EM en un GWAS
en el que se evaluaron 334,923 SNP en 931 trios familiares de origen europeo (Reino
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Unido, 928 casos y 1475 controles) y estadounidense (EE. UU.: 1394 casos y 1512
controles) [107]. En la cohorte de replicacién se confirmdé un mayor riesgo de EM en
los portadores del alelo T (p=0.035; OR: 1.08; 1Cy5%=1.03, 1.16) [107]. Otro estudio con
342 pacientes de origen saudi (99 EM sin antecedentes de EM, 22 con un familiar con
EM, 89 controles relacionados familiarmente con EM y 132 controles independientes)
mostro el polimorfismo rs12487066 asociado con EM en comparacién con el grupo de
control independiente [108]. Se ha sugerido que este SNP podria regular la expresiéon
del gen CBLB, de manera que en los portadores del alelo T, CBLB se encuentra inhibido
por factores de transcripcién y no puede cesar la proliferacién linfocitica. [61]. En el
presente estudio, CBLB-rs12487066 no influyd en la respuesta a IFN-3 en pacientes con
EMRR, pero al ser el primer estudio que evalua su posible valor predictivo en respuesta
a terapia en EM, no se puede comparar con otras poblaciones o resultados.

El papel del polimorfismo OAS1-rs10774671 en la actividad de la enfermedad en
pacientes con EM tratados con IFN-B se investigd en 198 pacientes irlandeses con
EMRR y 394 controles [64]. El tiempo de recaida después del tratamiento con IFN-f fue
significativamente mds corto en pacientes con genotipo AA (Hazard ratio: 1.47;
[Cos%=1.01-2.16; p=0.04) [64]. Los pacientes con EMRR se dividieron en dos grupos
segln la actividad de la enfermedad (baja y alta); aquéllos con baja actividad se
definieron como los que tuvieron una recaida maxima después de 24 meses de
tratamiento con IFN-B sin un aumento sostenido de la discapacidad. Los de actividad
alta fueron aquéllos con dos o mds recaidas durante el seguimiento de 24 meses, con o
sin aumento sostenido de la discapacidad (EDSS) [64]. Este enfoque es similar a los
criterios de respuesta aplicados en el presente estudio; sin embargo, OAS1-rs10774671
no mostro influencia en la respuesta a IFN-B en nuestros pacientes con EMRR. No hay
mas estudios de rs10774671 relacionados con la respuesta al IFN.

Otros SNPs se han propuesto como indicadores de respuesta a IFN-B en pacientes
caucdsicos en diversos estudios, algunos de ellos como predictores de respuesta (FHIT,
GAPVD1, ZNF697 [70], GPC5, COL25A1, HAPLN1 [62], IRF5 [66], CD46 [67], PELI3,
GABRR3 [68]), o relacionados con otros signos de respuesta, como tasas de recaida
mas bajas (IFNAR1) [69]. Sin embargo, ninguno se ha establecido consistentemente
como marcador de respuesta terapeutica en EM. Algunos de estos resultados no se
ajustaron mediante comparaciones multiples [62], o no se han replicado en otros
estudios [69,63].

La principal limitacion de este estudio fue el tamafio de la muestra. De los 160
pacientes tratados con IFN-B incluidos como cohorte inicial, 23 fueron excluidos por no
disponer de su historia clinica para el seguimiento y adecuada recogida de las variables
necesarias para el estudio, dejando un tamafio muestral menor. Sin embargo, esta
poblacién presenta una gran homogeneidad en cuanto a la definicidn y aplicacién de
los criterios de respuesta, ya que se trata de pacientes tratados en el mismo hospital,
evaluados, monitorizados y tratados segun los mismos protocolos por el mismo equipo
clinico.

Se ha demostrado que los pacientes tratados con IFN-B podrian desarrollar
anticuerpos neutralizantes que pueden afectar negativamente la respuesta
terapéutica. En Corea, se realizd un estudio con 150 pacientes de nueve centros
diferentes para evaluar el desarrollo de NAb en pacientes con EM tratados con IFN-f3-
1a e IFN-B-1b. Se encontraron NAbs en el 35% de los pacientes tratados con IFN-B-1b,
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el 15% con IFN-B-1a SC y el 0% con IFN-B-1a IM. La positividad persistente de NAb se
asocié con la actividad de la enfermedad en pacientes con EM tratados con IFN-
(p=0.004) [109]. La frecuencia de pacientes con EM que desarrollan NAb contra IFN-$
también fue significativamente mayor con la terapia con IFN-B-1b en comparacion con
la terapia con IFN-B-1a. [110]. En el presente estudio, la influencia del desarrollo de
NAbs no pudo investigarse con suficiente potencia, ya que sdlo 14 pacientes fueron
tratados con IFN-B 1b SC (Tabla 3, 10.2%). Por tanto, una limitacion adicional de este
estudio seria que los pacientes no fueron evaluados para NAb, imposibilitando
distinguir la influencia de los NAbs en la respuesta a IFN-f.

Finalmente, dado que en general las variantes genéticas analizadas como posibles
marcadores de respuesta a IFN-B en EM han mostrado resultados no del todo
consistentes, seria necesario que los estudios futuros incluyeran cohortes mas amplias
con un mayor poder estadistico que permita identificar asociaciones de forma mas
precisa. La investigacion en cohortes masivas de pacientes, no sélo garantizaria el
poder estadistico suficiente para la investigacion de un mayor nimero de SNP, sino
también para incluir diferentes formas terapéuticas de IFN-B o varios periodos de
seguimiento, que permitirian explorar el efecto de las diferentes variantes genéticas
sobre la respuesta a corto o largo plazo, asi como la necesidad de cambios de terapiay
el momento del seguimiento en el que éste se produce, lo que a medio-largo plazo
repercutiria en un mejor control terapéutico de estos pacientes.
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9 CONCLUSIONES

9.1 CONCLUSION GENERAL

Los resultados de este estudio muestran que el tratamiento de pacientes con EMRR
con IFN-B durante 24 meses ayuda a mantener la puntuacidon EDSS en los portadores
de TT del polimorfismo del gen TNFRSF10A-rs20576, mientras que los portadores del
alelo C de CTSS-rs1136774 muestran mejores niveles de respuesta IFN-{.

Los pacientes con una menor EDSS basal se asocia con una mejor respuesta al IFN-B y
la estabilidad de EDSS.

Los polimorfismos de los genes CBLB (rs12487066), OAS1 (rs10774671) o GRIA3
(rs12557782) no influyeron en la variacion de la puntuacién EDSS o de la respuesta
individual al IFN-B después de 24 meses.

9.2 CONCLUSIONES ESPECIFICAS

1. Mads del 75% de los pacientes EMRR tratados con IFN-B durante un periodo de
24 meses mostré una buena respuesta a la terapia con IFN-B.

2. Mas del 84% de los pacientes EMRR tratados con IFN-B durante un periodo de
24 meses mantuvieron estable su puntacién EDSS.

3. Una menor EDSS basal predice una mejor respuesta al IFN-B y estabilidad de Ia
puntuacion EDSS en pacientes EMRR tratados con IFN-B durante un periodo de
24 meses, mientras que las variables clinicas y sociodemograficas sexo,
antecedentes familiares de cancer, edad en el momento del diagnéstico de EM
y opcion terapéutica no tuvieron influencia en la respuesta a IFN-B o en la
variacién de EDSS.

4. Los pacientes EMRR que son portadores del alelo C de CT7SS-rs1136774
muestran mejores niveles de respuesta a IFN-B después de 24 meses. Los
polimorfismos de los genes CBLB (rs12487066), OAS1 (rs10774671) o GRIA3
(rs12557782) no influyeron en la variabilidad de la respuesta individual al IFN-
después de 24 meses.

5. La puntuacidon EDSS se mantiene estable con mayor probabilidad en pacientes
con EMRR que son portadores del polimorfismo TT del gen TNFRSF10A-rs20576
después de 24 meses de terapia con IFN-B. Los polimorfismos de los genes
CBLB (rs12487066), OAS1 (rs10774671) o GRIA3 (rs12557782) no influyeron en
la variacién de la puntuacion EDSS después de 24 meses de tratamiento con
IFN-B.
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D/DA: Juan Morales Arcas como secretana/a del  CEl de Granada

CERTIFICA

Oue este Comite ha evaluado 1a propuesta de (No hay promoton’a asodiadcn) pan rediizar el estudio de Fvestigacion thuaco:

TITULO DEL ESTUDIO: INFLUENCIA GENETICA EN LA RESPUESTA INDIVIDUAL A TERAPIA EN
PACIENTES CON ESCLEROSIS MULTIPLE
Pralocolo. Version:

HIP, Version:
ClI, Version:
¥ que considera que:
Se cumpien los requistos de deip en relacion con los objetivos def estudio y se ajusia 3103 principlos
eticos apicables 2 este tipo de estudios.
La cag delde is gadora y los medios dsponibies 5on 2proplados para fevar a cabo el estudio
Estan jusisicados los nesgos y p para los parscp
Oue ©s asp r en el proyecto. na con resg 2 los poshiacos eticos.

¥ que este Comile considera, que dicho estudio puede ser realzado en los Centros de (@ Comunidad Aulonoma de Andakucia
que se refacionan, para lo cual corresp alaD def Centro P Ceterminas si ta capacidad y los medios
disponibles 50N aproplacos para llevar a cabo el estucia

Lo que trmo en GRANADA a 05042010

/DY, Juan Morales Arcas, como Secretario/a gel CEl de Granaga
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ANEXOS

g

JUNTR OF ANDALUCIA

Co

CONSENTIMIENTO INFORMADO DEL PACIENTE Avda Fuerzas Armadas, ne 2.

COMPLEJO HOSPITALARIO UNIVERSITARIO DE GRANADA
Senvicio Andaluz de Salud UGC de Farmacia de da. Unidad de Far éti
CONSEJERIA DE IGUALDAD, SALUD Y POLITICAS SOCIALES Hospital Universitario Virgen de las Nieves

Servicio de Farmacia. HMI 42 planta.

PARA ANALISIS FARMACOGENETICOS TSR 02010 RO L 008 T
Nombre del paciente:
N2 Historia Clinica:
NUHSA:
CODIGO UFG-HUVN:
1. Yo declaro bajo mi responsabilidad que he leido y

comprendo la Hoja de Informacién del proyecto “INFLUENCIA GENETICA EN LA RESPUESTA INDIVIDUAL A
TERAPIA EN PACIENTES CON ESCLEROSIS MULTIPLE” y acepto participar.

2. Se me ha entregado una copia de la Hoja de Informacion al paciente y una copia de este consentimiento
informado, fechado y firmado.

3. Comprendo las caracteristicas y el objetivo del estudio y doy mi consentimiento para recoger la muestra de
saliva contemplada para su desarrollo.

He recibido suficiente informacion sobre la donacién de muestras bioldgicas de ADN.
Se me ha dado tiempo y oportunidad para realizar preguntas.

Comprendo que mi participacién es voluntaria.

N s

Comprendo que soy libre de retirarme del analisis en cualquier momento. Tras ello se procederad a la
destrucciéon de la muestra codificada. Si se hubiera retirado previamente el vinculo de identificacion de la
muestra, no se podra relacionar conmigo, de forma que no se podra destruir.

8. Entiendo que los resultados del mismo se comunicardn sélo en caso de que dichos hallazgos tengan una
implicacidn significativa para la salud de los participantes y que exista una posibilidad de mejorar su condicién
de salud.

Punto 1.- Yo DOY / No DOY mi consentimiento voluntariamente para que se pueda realizar el analisis
farmacogenético a mis muestras de ADN en la Unidad de Farmacogenética del Complejo Hospitalario Universitario
de Granada.

Punto 2.- Yo DOY / No DOY mi consentimiento voluntariamente para ceder el remanente de mi muestra de ADN
al Biobanco de Células, Tejidos y Tumores del Hospital Universitario Virgen de las Nieves.

Deseo que dichas muestras y los datos clinicos asociados sean tratados de forma (marcar una opcidn):
Z CODIFICADA: Identificadas con un cédigo que protege mi identidad, siendo posible volver a ligarlas conmigo.
T ANONIMIZADA: Con desvinculacion irreversible de la identidad. No se podran asociar las muestras conmigo.
Deseo establecer restricciones respecto al uso de la muestra, para que no sea utilizada en .. ceisnranenes

Autorizo para que se pueda contactar conmigo posteriormente
En caso afirmativo, por favor, indique el medio de hacerlo: .. inrinesensanens

Fecha: .../ coeeef vovees Firma del paciente:

Representante legal en caso de incapacidad del paciente, con indicacion del cardcter con el que interviene (padre,
madre, tutor, etc.).

Nombre del Rep Legal

[ 2]\ [P FIrma .o
Persona que proporciona la i yel imiento:

Nombre

DNI . Firma

CONSENTIMIENTO INFORMADO DEL PACIENTE PARA ANALISIS FARMACOGENETICOS | F-PO-F-12-57
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mplejo Hospitalario Universitario de Granada Aprobacién: 10.03.2016
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o

2 3 Veatn

DOCUMENTO DE INFORMACION AL PACIENTE Avda Fuerzas Armadas, n2 2.
PARA ANALISIS FARMACOGENETICOS T: 958020 108; E‘:’““‘P

COMPLEJO HOSPITALARIO UNIVERSITARIO DE GRANADA (CHUG)

Servico Andaluz de Sakud Fi d .
et ' S —) UGC de Farmacia de Granada. Unidad de Farmacogenética

Hospital Universitario Virgen de las Nieves
Servicio de Farmacia. HMI 42 planta.

Titulo del proyecto: INFLUENCIA GENETICA EN LA RESPUESTA INDIVIDUAL A TERAPIA EN
PACIENTES CON ESCLEROSIS MULTIPLE.

PROMOTOR DEL PROYECTO: Unidad de Farmacogenética — Servicio de Farmacia
INVESTIGADOR RESPONSABLE DEL PROYECTO: M2 Isabel Carrasco Campos

Los datos genéticos de cardcter personal de estos pacientes se conservaran durante un periodo minimo
de cinco afios desde la fecha en que fueron obtenidos, transcurrido el cual el interesado podra solicitar
su cancelacion, de acuerdo con la Ley 14/2007, de 3 de julio, de Investigacion Biomédica.

Posibilidad de ponerse nuevamente en contacto: Puede que sea necesario ponerse en contacto
nuevamente con usted, con el fin de recabar datos o muestras adicionales, o proporcionarle la
informacion relevante para su salud, salvo que haya solicitado que las muestras sean anonimizadas.

Confidencialidad:

Toda la informacién obtenida en este estudio es confidencial y serd estrictamente utilizada para
fines de investigacion. Los datos personales seran protegidos e incluidos en un fichero que deberd estar
sometido a la Ley Orgénica 15/1999 de 13 de Diciembre. Asimismo, se podra solicitar en todo momento
la informacién y resultados obtenidos de esta investigacion relacionados con su persona, siempre que la
muestra no se encuentre anonimizada. Podra ejercer los derechos de acceso, rectificacién, oposicién y
cancelacién de los datos personales, reconocidos en la citada Ley Organica 15/1999, con Ias limitaciones
establecidas en dicha Ley. Para ello, deberd dirigirse a la Direccién General de Asistencia Sanitaria del
Servicio Andaluz de Salud, Avenida de la Constitucion, n218, Sevilla.

sobre Itados del dio: Los resultados de la investigacion, conforme normativa
vigente, se haran publicos mediante difusion y posterior publicacién en prensa cientifica, sin que se
facilite ningun dato que identifique al paciente.

En el caso de cesion al Biobanco, éste tendra a disposicion del donante toda la informacion sobre los
proyectos de investigacién en los que se utilice su muestra. El Comité de Etica externo del biobanco o el
Comité de Etica de la Investigacion que evalud el proyecto de investigacion decidirdn en qué casos serd
imprescindible que se envie la informacién de manera individualizada. El equipo investigador del
proyecto se responsabilizara de proporcionar la informacién que resulte del estudio a aquel paciente
que asf lo solicite, siempre que los resultados obtenidos conlleven un impacto importante en el estado
de salud del sujeto participante, y una vez autorizado por cualesquiera de los citados Comités.

D ho de recusa o d ia: La participacion en el estudio es totalmente voluntaria, siendo libre
para retirarse de la investigacién en cualquier momento sin que afecte o ponga en riesgo su asistencia
médica.

El consentimiento prestado para cesién de muestras al Biobanco podrd ser retirado o revocado en
cualquier momento, excepto si las muestras se encuentran anonimizadas. Para ello, debera dirigirse al
Biobanco, pudiendo solicitar la eliminacién o la anonimizacion de las muestras. Los efectos de esta
revocacion no se extenderan a los resultados de las investigaciones llevadas a cabo con anterioridad.

La licenciada en Biologia M2 Isabel Carrasco Campos me ha comentado toda esa informacion,
poniéndose a disposicién del paciente para contestar a cualquier duda que tenga, ya sea por teléfono
(958 020 108) o en el Servicio de Farmacia del CHUG.

Para consultas relacionadas con el Biobanco, podra dirigirse al Biobanco de Células, Tejidos y Tumores
del Complejo Hospitalario Universitario de Granada, o a su Representante Legal. En caso de producirse
un eventual cierre del Biobanco o revocacion de la autorizacién para su constitucién y funcionamiento,
la informacién sobre el destino de las muestras estara a su disposicion en el Registro Nacional de
Biobancos para Investigacion Biomédica, con el fin de que pueda manifestar su conformidad o
disconformidad con el destino previsto para las muestras.

DOCUMENTO DE INFORMACION AL PACIENTE PARA ANALISIS FARMACOGENETICOS | F-PO-F-12-58

UGC Farmacia Edicion: 01
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COMPLEJO HOSPITALARIO UNIVERSITARIO DE GRANADA (CHUG)

o

Servicio Andaluz de Salud UGC de ia de da. Unidad de
ors e vonsen. CONSEJERIA DE IGUALDAD, SALUD Y POLITICAS SOCIALES Hospital Universitario Virgen de las Nieves
“ Servicio de Farmacia. HMI 42 planta.
DOCUMENTO DE INFORMACION AL PACIENTE Avda Fuerzas Armadas, n® 2.
PARA ANALISIS FARMACOGENETICOS 1:958020108; ‘;’f‘_‘ ml;‘_” P
sspa@j es

Titulo del proyecto: INFLUENCIA GENETICA EN LA RESPUESTA INDIVIDUAL A TERAPIA EN
PACIENTES CON ESCLEROSIS MULTIPLE.

PROMOTOR DEL PROYECTO: Unidad de Farmacogenética — Servicio de Farmacia
INVESTIGADOR RESPONSABLE DEL PROYECTO: M2 |sabel Carrasco Campos

Justificacion del estudio, hipétesis de trabajo y objetivo del estudio: Un determinado porcentaje de los
pacientes diagnosticados con esclerosis multiple no responden adecuadamente al tratamiento
farmacoldgico, y esta variabilidad puede tener un origen genético. Este estudio pretende evaluar
diversos marcadores genéticos en pacientes con esclerosis multiple en tratamiento con interferon beta,
acetato de glatiramero, natalizumab y/o fingolimod, para conocer si esos marcadores pueden predecir
la efectividad a los 6 y 12 meses del comienzo de |a terapia.

Procedimientos: Deseo participar en este estudio y conozco que:

- Tendré 1 cita con el investigador, coincidiendo con una de mis citas para recogida de medicacién en
la Unidad de Pacientes Externos de la UGC de Farmacia del Complejo Hospitalario Universitario de
Granada (CHUG).

- Se me realizard una extraccion ADN a partir de una muestra de saliva, para analizar los
marcadores farmacogenéticos y su relaciéon con mi respuesta al tratamiento prescrito. Esta muestra
solo se utilizara para los fines exclusivos de esta investigacion.

- En caso de no autorizar la cesion de las muestras al Biobanco de Células, Tejidos y Tumores del
CHUG(Respuesta Negativa al Punto 2 del Consentimiento Informado), esta muestra sélo se utilizara
para los fines exclusivos de esta investigacion.

- En caso de autorizar que los remanentes de las muestras pasen a formar parte del Biobanco de
Células, Tejidos y Tumores del CHUG (Respuesta Positiva al Punto 2 del Consentimiento Informado),
la muestra sélo podrd ser utilizada en proyectos de investigacion cientificamente avalados, que
cumplan las exigencias legales y los principios éticos que rigen la investigacion en salud (Ley
14/2007, de 3 de julio, de Investigacién Biomédica) y que sean autorizados por los érganos
competentes, de conformidad con lo establecido en la normativa vigente. En este caso, se renuncia
a cualquier derecho de naturaleza econémica, patrimonial o potestativa sobre los resultados o
potenciales beneficios que puedan derivarse de manera directa o indirecta de las investigaciones
que se lleven a cabo con la muestra que cede para investigacion.

Beneficios: Pueden no obtenerse beneficios directos con la participacion en este proyecto. En caso de
autorizar la cesién de remanentes de muestras al Biobanco, es posible que la informacién obtenida de
las investigaciones en las que se utilicen sus muestras no le genere un beneficio directo, pero habra
contribuido al avance de la medicina y del conocimiento de diversas enfermedades, lo que repercutird
en un beneficio para la sociedad.

Riesgos: Para el estudio Farmacogenético, es necesario una muestra de saliva, por lo que no existe
riesgo ninguno.

Lugar de realizacion del analisis y destino de la muestra al término de la investigacion: Los analisis
farmacogenéticos de este estudio se llevardn a cabo en la Unidad de Farmacogenética del Complejo
Hospitalario Universitario de Granada. Al término de la investigacion, se cederan al Biobanco de Células,
Tejidos y Tumores del CHUG las muestras de aquellos pacientes que asf lo hayan autorizado con una
Respuesta Positiva al Punto 2 del Consentimiento Informado. Las muestras de aquellos pacientes que
solo acepten participar en este estudio, pero no autoricen la donacién de su muestra al Biobanco
(Respuesta Negativa al Punto 2 del Consentimiento Informado) se consideraran destinadas
exclusivamente a fines de investigacién, y por tanto se conservaran Unicamente en tanto sean
necesarias para los fines que justificaron su recogida. Por tanto, serdn destruidas a la finalizacion del

mismo.
DOCUMENTO DE INFORMACION AL PACIENTE PARA ANALISIS FARMACOGENETICOS | F-PO-F-12-58
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