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1. INTRODUCCION

1.1. Artritisreumatoide

a) Concepto:

Laartritis reumatade (AR) es unaenfermedad sisttmica de car acter autoinmune que se
caracteriza por una inflamacion crénica delas articulacionesy vanas tendinosas de lamembrana

sinovial. Enlamayoariade los pacientes € curso es progresivo y conduce ala leson estructura
articular, € deerioro fundonal, ladisminucion de la calidad de vida y un aumento dela

morbilided y lamortalidad. [1,2].

b) Fisiopatologia

L afisiopatologiade estaenfermedad se basa en una acti vacion andmala de procesos

normal mente implicados en |as respuestas inmune e inflamatoria defensives.

Lamembrana sinovial es d tgido mas especificamente afectado por la AR. Estamembrana
esta constituida por tgido conectivo que limita lacavidad articular, ocupada por € liquido
sinovial, y que envudve laarticulacion prolongandose hasta € margen de la union
osteocatilaginosa. Endla se dbsavan pequenos vasos y unacgpa cdular limitante formeda por

meacr &f agos y fibroblastos, que en esta |ocalizacion se denaminan sinoviocitos detipo A 0 B.

Aunque lasinovial es d foco prindpd de lesion, en laAR se producen cambics sistémicos

gue implican atodos |os compartimi entos dd sistema inmune, manifestacionesinflamatorias

especi ficas en otros organosy alteraciones sistemicas no especificas, consecuenciade la

inflamacion sisttmica [2, 3, 4, 5].

c) Epdemidogia
LaAR afecta d 0,5% delapoblad ony es mas frecuente en mujeres, en unapropord on
agproximadade 3:1. Su comienzo puede ocurrir acualquier edad, aungue es mas frecuente entre
los 40-60 ancs. Laincidencia aumenta en familiares (2-3 veces), y en gemdos monodgoticos

tiene una concordancia dd 20-30%, reflgando un componente genético que sigue un modelo de



herencia poligénico [1,2]. En fumadores, € riesgo de padecer AR es 1.5-2 veces mayor y no hay

muchos méas datos epidemiol ogicos queimpliquen aotros factores causdes exdgenas.

d) Etidogia

Lacausade laAR es desconociday se aree que gparece par laaccion de agentes

ambientales (infecciones, tabagquismo, €c.) sabre un terreno genético predispuesto.

L os factores genéticos identificados induyen multiples genes implicados en la respuesta
Inmune. Los méas conocidos son los rdacionados con d compleo mayor de histocompatibilidad

HLA-DRB1, en conaeto DR4y DR1, que constituyen la mayor influencia genética de la AR.

Se conoce mas de una trantena de genes auyas variantes se han asociado a susceptibilidad
y/o gravedad de laenfermedad y que, en genearal, se relacionan con fundones implicadasen la
respuesta o activacion de los linfoatos T o con dementos rdacionados con laregulaci on de
respuestas cdulares asodadas ala respuestainmune e inflamatoria. Aungue labase genética es
evidente, ain no es posible golicarlaalaprediccion dinica, ya que lamayoriade las variantes

aportan un riesgo rdativo bgjo respecto ala pablad on normd [2].

e) |nmunopatologia

La AR seconsidera una enfermedad autoinmune 'y, en lamayariade los pecientes, se
detecta una respuestade autoanti cuerpos gque reconocen determinados autoantigenos. La
generacion ingopropiada de células B autorreactivas y sus respectivos autoanti cuerpos es la
dteracion dd sistemainmune mas evidente, pudi éndose detectar éstos antes de que gparezcala
enfermedad. L os anticuerpos masimportantes son € denominado factor reumatoide (FR), que
reconoce como autoantigeno la reg on constante (Fc) delalgG, y d antipéptido atrulinado (anti
-CCP), que reconoce diferentes proteinas en formacitrulinada, en las que se han transformado
enzimaticamente (deiminacion) susresducs argnina en citrulina

Estas dos respuestas son bastante especificas y se postula que laformacion local o

sistémica de inmunocomplejos, su acumulad on aticular, y laadivacion local defactores ddl



complemanto y de céluas efectoras, atraves de receptores odulares de inmunoglobulinas (FcyR)

0 dereceptores de factores dd complemento (C3/C5aR), son un mecanismo centra en la
patogeniade lainflamaci on aticular aonica. La activecion de estos receptores en macr &f agos

indudriala produccion de dtoquinas y otros mediadores [4].

El factor de necrosis tumard ata (TNF-afa) juega un papd prindpa en la paogenia ce la
enfermedad, ya que promueve la ectivacion de mecrofagos y aras celulas para segrega
citoqunas prainflamatorias (interleuquina (IL)-1, IL-2, IL-6 e IL-8), la activecion de céluas T,
asi como inducea las células endotdi des la expresion de mol eculas de adhesion. Ademas, TBF-

dfa eda involucrado en la difeenciacion y meduracion de los osteoclastos (principd céula

involucrada en la destrucaon articular) y estimula alos fibroblastos, osteoclastos y condrocitos

para producir prote nasas, las cuales destruyen € cartilago aticular y € hueso [5].

Recientemente se ha demostrado que estas respuestas oel ulares pueden perpetuarse en €

tiempo por mecanismos epigenéticos. Con € paso de los anos, se haido estableciendo que las

dteraciones en @ nivel de expresion de df eentes miccoRNA s pueden contribuir a desarroll o de

autoinmunidad, particularmente en laAR [2].

f) Manifestadonesclinicas:

Laartritis reumatoide (AR) es una enfermedad inflamatoria aronica que decta

preferentemente alas articulaciones de formasimétrica, pero que también puede dafnar los

Organos internos, por 1o que debe considerarse como una enfermedad sistémica.

Los dntomas habitud es de estaenfermedad son:

§ Ddor. Esderitmo inflamatorio y se exacerbacon d reposo.
§ Inflamacion articular.

§ Rigidez atiaular.



§ Dehilidad muscu & y atrofia Sedeben d desuso delas articulaciones y

conllevan un aumento dd grado de incapaddad.

§ Ddormidad articula.

Camo se trata de una enfermedad sistémica, puede goarecer manif estaciones

extraaticulares y comorhilidades relacionadas con |a propia enfermedad o con |os tratamientos.

§ Pulmon: puede goarecer pleuritis, nddul os parenquimatosos o necrobi6ticos,
enfermedad pulmonar interstid d. Con menor frecuencig, bronquidliti s
obliterante, bronquiectasias, sindrome de Caplan (ndédulos pumonares con
silice en pecientes con ARy neumoconiosis) e hipertens 6n pumonar
asleda.

§ Pid: nédulos subcutaneos, Ulceras cutaneas, drofia cutanea.

§ Corazdn: pericarditis, enfermedad cardiovascular, etc.

§ Sgemanevioso: Sndromedd tund carpiano, subluxad dn atloido-axoidea,
maononeuritis maltiple

§ Organos hematopoyéticos: sindrome de Felty (asociad 6n de AR con
neutropeniay esplenomegalia), leucemiade linfod tos grandes granulares,
linfomas.

8 Ojos: sindromede §6gren, esderitis, cataraas.

§ Rinon: glamerulondritisfocal mesangioproliferati va o vasculitisrenal.

§ Gastrointestinal: Ulcera gastroduodenal, hemorragias digestivas y perforadaon.

§ Vasallitis.

§ Musaulo: debilidad, miositis.

§ Hueso: osteoparasis, fracturas (prind palmente vertebrales).

§ Cancer: lainddencia estd aumentada, sSiendo més frecuente d linfoma.

§ Infecciones bactearianas: son delas complicaciones mas frecuentes. Se
relacionan con la propia actividad de laenfermedad, asi como con € uso de

corticoides y terapias biol 6gicas.



§ Amiloidosis [6-1(].

g) Diagndstico:

Los criterios para esteblecer € dagndstico de laAR estan basados en una historia
clinica precisa, un examen fisico completo, pruebas de laboratorio y exclusion de otros

diagnosticos.

Los criterios diagnosticos de laACR/EULAR 2010 fueron areados por un grupo de
expertos de Norteaméricay Europa con € oljetivo de detectar a los pacientes de forma

tempranay asi instaurar un tratamiento precaz (Tabla 1).

Entre los datos de |aboraorio que pueden goarecer en la AR son: anemia, aumento de
|os reactantes de f ase aguda como la proteina C reactiva (PCR) y la veloadad de sedimentacion
globular (VSG), presencia de anticueropos como d factor reumatoide (FR, quetiene una dta
sensihilidad, pero no es especifico de estaenfermedad), d artipéptido dtrulinado (ACPA, con
una especifiadad de drededor dd 95%) y anticuerpos antinucl eares (ANAS). También se puede
hacer un analiss ddl liquido sinovial, observandose un exudado inflamatorio, con dto recuento

de leucocitos (princi pd mente polimorfonucl eares).

Entre los estudios de imagen, son de utilidad en d diagndstico |os siguientes:

I. Radiogrdia sepuede goreciar aumento de partes blandas, ostegpenia
yuxtaarticular, estrechamiento smeétrico ddl especio aticular, erosiones
Osess, pannus sinovia, geodas intradsess, anquilosis.

ii. Ecografia eslaprueba de mayor senshbilidad diagnastica, prind pamente
en los primeros estadios de la enfermedad. Ademés, uede dar informadon

dd grado de sinovitis articular.



lii. Resonancia megnética: es tambien de gran utilidad, prind palmente para la
deteccion de complicaciones como lanecrosis avasaular, fracturas por estrés,

guistes snoviaes, etc [6-10, 19].

Criterios de la American Rheumatism Association/European League Against Rheumatism (ACR/EULAR) 2010
para la clasificacién de artritis reumatoide

Peblacitn diana

. Simowicis [inflarmean Il.'ll-:l corfemada en al menos 1 armculacsda
2 SiFDVITHE B |.'l:|l|i| acla iz TR efiferr-olad

S e isa wum irnflice = &/10 jrara la clasificacion de AR delinsda

ffectacidn articular®

=]

i aroculacidn prande
210 amiculaciones grandes 1
1-3 amiculaciones pequefias (con o w0 afecacidn de armculaciones grandes)

4-10 amiculfaciornes peoueihas | Omn o sin afectackin de amiculacienes |_||.||I-.||.':-|:| 4

= 1 arriculaciones (al miemos Lns .":|"'|'|ur|'l'||' 3

Serologia®

ACPA y FR ambos negarivos 0
ACPA o FR ambos posswos (Hulos E-.=._||'-'.:-

ACPA o FR amibeos PO sEPOS Irulos .l.IlI:l"'\.:l 4

Reactantes de faze .'Lgurl.'l

PCR 3 VS5 normales {
PCR o VS0 elevados 1

Duracidn de los sintamas

= Rl mmias

r [ sErmanas |

Tabla 1. Manua SER 62 Edicion. (@) La afectadon articlar se refiere a cualquier articulacion dolorosa o inflamada en la
exploracion, que puede ser corfirmada por pruebas de imagen. Las artiaulaciones interfaangicas digales, primeras
carpometacarpianasy primeras metatarsofal dngicas son excluidas de lava aracion.

- Articulaciones grandes. hombros, codos, caderas, rodillasy tohillos.

- Artiad acionespequeiias. metacarpofa angicas, interfaldngicasproximales, 2.2 a 5.2 metatarsofal dngicas, interfalangicas del pul gar
y muiiecas.

(b) En estacategoria, ad menos una articulaci on afectada debe ser pequefia. Puedeincluir combinaciones de grandes y pequefias, asi
como atras articulaciones en digtintas | ocali zeci ones (temporomand bular, acromioclavicular, esternoclaviauar, etc.).

(c) Seconsderan tituos bagjos valores< 3 vecesmayares que € limite superior de la normalidad. titulos altos, valores > 3 veces €
limite superior de la normalidad. En caso de que solo conozcamos S € factor reumatoi de es positivo 0 negativo (y no su titulacion),
un resultado positivo se puntuardcomo poditivo-bao.

ACPA: articuerpos anti péptidos citrulinados, PCR: prateina C reectiva; V SG: velocidad de sedimentacion globular.

h) Evolucion de laenfermedad

Hay una gran vaiabilidad en € curso clinico, tasa de progreson y extension del dano
articular en pecientes con AR. Se ha estimado que & 70% de los pacientes presenta un curso

progresivo que se asocia con destruccion aticular considerable en pocos anos desde d inido de
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la enfermedad, mientras que en otros la gravedad de lainflamad én y de la progreson dd daio

articular es mas lenta, aursando con brotes de artritis que van segudos de remisiones de
duracion variable Idettificar a los pecientes que desarrollaan una enfermedad rapidamente
progresiva es importante, pues una intervencion inmedata y agresiva ofrece una gran

oportunidad para cambiar d curso naura de la enfermedad, mgorando los desenlaces a largo

plazo en este grupo de riesgo.

L os factores pronosticos desfavorables mas fidbles son: |a devacion de los reectantes de fase
aguda (RFA), un devado numero de articulaciones inflamadas, la presenda y d titulo deFR y
ACPA, d epitopo compartido, la existenda de erosiones y @ indce de daio radid &gico A

Inicio de laenfermedad.

Otrosfectores que se han identificado como predictores de mayor incapaddad funcional son:
e sexo femenino, la edad avanzada, d tabaqusmo activo, un dto nimero de aticulaciones

dolorosas, la eevacion de reactantes de fase aguda d indice HAQ (Hedth Assssment

Questionaire, cuestionario para evaluar la discapecidad funciond) basd por excimade 1y la

presenda de erosiones 6sess (6-10).

1) Objdivo tergpéutico:

El tratamiento de la AR debe dirigirse a disminur a minimo la adtividad inflamatoria,

evitar laprogresion de lalesi on estructurd articular y sus consecuencias.

El dbjetivo terapéutico debe ser dcanzado, d menos parcialmente, alos tres meses y, como
maximo, a los sas meses. Durante este peaiodo los pecientes deben ser vdorados con

regularidad (de 1 a 3 meses) paa intensificar o modficar d tratamiento si no se dcanza €

objetivo.
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El dojetivo tergpéutico debe se laramision de la enfermedad, entendida en satido estricto

como la ausencia de sintomas dinicos, de progresion dd dafo estructural o discapecidad, y

evitar las comorbilidadesalargo plazo [11-16].

Para vdorar laremison de laenfermedad, la ACRYy la EULAR han propuesto una serie de
criteriosy han estableddo unos indces compuestos gue vdoran la adtividad inflamatoria de la
enfermedad. Entre estos indces, d masextendido es d DA S-28, que vaora de forma asimétrica
los cuatro componentes gue lo forman. Laformulamaematica de la que sederiva este indice es:

DA S28=0,56xNAD+0,28xNAT+0, 7xIn(V SG)+0,014xGH donde NAD es € recuento de dolor

en 28 articulaciones, NAT es d recuento de tumefacciones en las mismas 28 aticulaciones,
In(VSG) es € logoritmo neperiano de la veloddad de sedimentacion gobular y GH (gobd
hedlth) es |la vaoracion dd estado de sdud y la actividad de la enfermedad estimedos por

propio peciente en una escalavisua de 100mm, en la que los vaores mas altos significan mayor

adti vidad o peor estado desdud [19].

j) Traamieto:

- Traamiento sintomatico: antiinflamatorios no esteroidens (AINES), glucocorticoi des, etc.
- Traamiento paraenentecer o deener laprogresion de laAR:

1 Farmeoos antirreumaticos modificadores de laenfermedad (FAMES).

Son los farmacos de primera decd on en la AR. Los maés relevantes, atendiendo a su
rgpidez de accion, eficacia clinica, influenda en la evoluadn de las lesiones radiograficas y
tolerahilidad, son d metotrexato (MTX), la sufasdazinay la leflunomida. Otros FAMES, como
los antipaludcos, € aurati omalao sddico o la dclogporing, también han demastrado ser Utiles,

pero no se deben consderar indispensable su uso antes de indaurar la terapia biologica. Para

conseguir € objetivo tergpéutico, serecomiendan las Siguientes pautas de tratamiento:

1.1.MTX:es€ farmaco de primera decd on. Seadministra en escalada rapida
de dosis: 7,5 mg semandes durante d primer mes. S a mes parsiste la

artritis en cualquier localizaciin, se aumenta a1l5 mg semandes. S a mes
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todavi a persiste la artritis, se aumenta a 20 mg. S tras 2 meses con una
dosis de 20 mg semandes no se haobtenido € objetivo terapéutico, esta
indicado € cambio de traamiento. Se recomienda afadir suplementos de
acido fdlico (5-10 mg semanales).

1.2. Leflunomida: se administra20 mg/dia durante 3 meses.

1.3. Sulfasdazina: 2 g/dia durante 3 meses.

2. Tegiiahiologica:

Es evidente gque la disponi bilidad cada vez mayor de agentes hiol 0gicos ha mgorado
sensiblemente nuestra capecidad de inducir remison en muchos pecientes con AR y de
modifica significativamente su evolucion en atros. No dostante, par su dto coste y |a todavia
limitada informaaon sobre sus posibles eectos secundarios alargo plazo, es necesario evitar su

uso indiscriminado [11].

2.1. Antagonistas ddl factor de necrosstumoral dfa (antiTNF-dfa):

A ctualmente disponemos de tres: la prateina defusion con d receptor soluble (ganercept) y
2 anticuerpos monodonales (infliximab y adalimumab). Se emplean tanto en AR resistentes a
FAMESs como en |los pacientes con AR de inicio reciente. En estudios contradados los 3 han
demastrado una dta eicada en mgorar los parametros clinicos de actividad y en produar €
enlenteamiento o la dgencion de las lesiones radiograficas. No hay daos que avalen la
superioridad de un antagonista dd TNF sobre otro, por lo que laéeccion conarda degpende del
criterio medico y de las ciracunstancias paticulares de cada peaciente No odbstante, como
presentan diferentes estructura, antigeniddad y mecanismos de acci 0n, la fdta de respuesta a
uno de elos no implica en modo alguno la ineficacia de otro. Aungue se pueden administrar en
monoterapig, recientes estudios controlados y a doble dego indican que ambos son mas eficaces
cuando se administran junto con MTX en doss dtas (15 a 20 mg semanaes). Por tanto, la
combinadon de atiTNF con MTX en dosis teaagpéuticas es atudmente la pauta més

aoconsgable ano ser que d paciente presente toxicidad o intoleranciad MTX [11-16].
12



2.2. Antagonistadd receptor de lainterleuguinal (1L-1): anakinra.

Ha demostrado su eficaciafrente a placebo tanto en su accion contralos sintomas de la AR
COMO en su progresion radiografica. Aungue nunca selo ha comparado en estudios controlados
con los antagonistas dd TNF, por los daos publicados existe la percepcion genadizada de que

su dicadaes infaior [13-14].

2.3. Anticuerpo monoclonal quimérico, especifico contra d CD20 de las

células B (rituximab).

2.4. Proteina de fusion constituida por d receptor CTLA4-Ig unido a Ig

(ebatacent), unido al oG humana

Estos 3 udltimos agentes son potencidmente Utiles como tergpia bioldégca inidal en
pacientes en que esté contrandicado d traamiento con antagonistas dd TNF (enfermedades

desmielinizantes, insufidenda cardiaca).

Actualmente, par su mayor tendencia aproducir infecciones graves o lafdta de informadaon

sufidente d respecto, se desaconseja la combinaci on de un antagonistadd TNF con cualquier

otro agente biol 0gico [11-16].
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1.2. miccoRNA (mIRNA):

a) Concepto

Las mIRNA son una extensa familia de ARNs no oodificantes constituidos
goroximedamente por 21 nucledtidos que regulan la expreson de genes a nivel
postranscripcional. Fueron descubiertos a prindpios dd ano 2000 y su importancia ha sido

estudiada en multitud de procesos cdulares [2].

b) Biosintesis

Los mIRNA se procesan desde precusores immadurcs (pri-miRNA) a patir de genes
Independientes, 0 a partir de intrones de genes que codifican proteinas. Los miRNA se doblan
adquiriendo estructura secundaria harpn que sirven de sustrato para Drosha y Dicer, ambas
pertenecientes ala familia de enzimas RNAasas. El pri-miRNA es procesado por Drosha dando
lugar a un oligonucledido de arededor 70 pares de bases (preemiRNA) que es exportado del
nucleo d citoplasma. Dicer procesad pre mMRNA a un dapex miRNA/mMiRNA de 20 pares de
bases, d MIRNA maduro. Una de las hebras dd duplex es integrada d complgo miRISC
(mRNA-induced silencing complex: complgo de silenciamiento induddo por mRNAS). En
funcion de la complementariedad interaccionara con un deerminado RNA mensgeo para
reprimir su funcion. Puedeevitar d que seatraducido y provocar la degradacion exonucleol itica
de la cola de poliA dd RNA mensgeo cuando la complemeatariedad es imperfecta con la
region 3'UTR. Cuando la complementariedad es pafecta puede provocar la degradaadn
endonucleolitica dd RNA mensgeo por pate de AGO2 (Argonaute protans). De la misma
manera gue cualquier gen, los genes que codifican micoRNAS pueden sufrir procesos de

regulaci on trasaripciona tales como metilaa on de sus promotores, etc [2].

La funciondidad de los micoRNAs puede sa estudiada gracias a los dgoritmos

bioinformaticos que predicen los RNA mensgeros (RNAM) dianas de los miRNA s estudiados.
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En dlos, se analiza la probabilidad de interaccion teniendo en cuenta distintos parametros tales
como complementariedad, la estrudura secundaria formeda, la temperatura de fusion, ec.
Gradas a estas herramientas se pueden prededr dianas potendales que son slenciadas par €

efecto de los mcroRNASs[20,21].

c) Papd enlaAR:

La literatura cientifica ha demostrado que una gran variedad de miRNAs presentan una

ateracion en su regulaci on en pacientes con AR.

El dao inicial que propuso un vinaulo entre miRNAs y la paogénesis de la AR fue
obtenido en 2007, d hdlar en pecientes con AR anticuerpos contra antigenos GW, que se
rdacionan con laexpreson de miRNAs. Mas tarde, en 2008, Stanczyk & a demostrd camhbios
significativos en los niveles de expresion de mIRNA en las células de las aticulaciones
reumatoides. Las posteriores estudios fueron encaminados a andizar la dteradon en la
regulacion de la expresion de miRNAs tanto en articulaciones inflamados como en sangre
periférica en pecientes con AR. Sorprendentemente, en fludos corporales, los miIRNAS
muestran una dta estabilidad desde que se presentan como complgos con proteinas 0 en
microvesiaulas, |o cua previene sudegradad on por RNasas. De este modo, diferentes miRNAS
son buenos candidatos para la sospecha diagnostica, lamonitorizad on de la enfermedad y dras

aplicaciones clinicas.

Los mRNASsTuncionan predominantemente como reguladores negativos de la expreson
de genes diana, bloqueando la traduccion de prateinas o a través de la esdsion directa de los
RNA mensgacs. Sn enmbago, existe evidecia de que también pueden actuar como

regul adores positivos.

Ad, los mIRNAs oonstituyen una de las mas importantes dases de md eculas

reguladoras de genes.
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Los tipos de mIRNASsque més se han rdacionado con la ARy mas profundamente se
han estudiado son mMiR-16, miR-146a y mR-155. Otros que también tienen una gran
implicecion en la patogénesis de la AR son: miR-21, miR-22, miR-23, miR-30a, miR-24, miR-

263, miR-34alb, miR-124a, miR-125a/b, mR-126, mIR-132, miR-1332, etc[2,20-27].

Vv MiR-16. su sobreexpresion ha sido degectada en células mononucleares de
sangre peiféerica (PBMCs), plasma y fluidos sinoviales de pecientes con AR.
Sus nveles se incementan cuando la enfermedad estd adiva,
corrdacionandose con d vaor de DAS28 Por eso, miR-16 es un buen
biomarcador de adtividad de la AR. miR-16 ha demostrado actuar sobre €
TNF-afa, una de las moléaulas prainflamaorias daves en la AR, por o que
este MRNA tiene un papd importante en la patogénesis de esta enfermedad.

Vv miR-146a; es uno de los més estudiados en la AR. El incremento de la
expresion de los niveles de este ha sdo documentado en liquido sinovial,
tgido sinovial, PBMCs, fibroblastos sinoviales de la AR (RAFS) y sangre
periférica de pacientes con AR. Se ha demostrado que mirR-146a puede
inhibir la respuesta mediada por las células T y participar en la adividad
supresora de las céluas T reguladoras, dos pasos importantes en la patogenesis
de la AR. Existe controversia sobre s se rdaciona ocon la actividad de la
enfermedad. En adgunos estudos, como los de Pauley & d asi y Abou-zeid et
a, los niveles de mR-146a fueron positivamente correladonados con PCR,
VSG,DAS28 y concentracionde TNF-dfa
Se ha sugerido que miR-146a estafuertemente implicado en d desarrollo de la
AR, actuando sobre multiples genes dianas que estan relecionados con la
inflamaciony la gpoptasis.

Vv mMiR-155 su expresion estd aumentada en tgido y ligudo sinoviales, RASFS,
PBMCs, macrofagos sinoviales, y sangre periférica de pecientes con AR. Los

datos abtenidos sugieren que podriatener un importante rol en lainhibicion de
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la via pro-inflamatoria Los ligandos dd receptar Toll-like y dtogquinas, como

IL-10, paodrian regular la expresion de mirls5, asi como este actua cmo un
potente regulador de la expreson de numerosas citoquinas implicadas en la

patogeénesis dela AR, como son IL-1beta, IL-6, IL-8, TNF-dfa[2-20-23].

- MicroRNA como biomar cador es:

Los miRNAshan sido determinados en miltiples tgidos de laAR. Consecuentemente, su
deteccion en sangre periférica o en tgidos inflamados se han consderado muy Utiles como

biomarcadores en la AR.

Los niveles de mMRNA en plasma son frecuentemente mas eevados que en liquido

sinovial. Adamas, su deteccion en sangre ofrece una serie de ventgjas respecto a otros tgidos:
los miacoRNA s son mas estables en este fluido, se trata de una técnica no invasiva, son faciles

de analizar 1os miccoRNA (mediante una ténica de PCR), ofrece seguridad diagnostica (cuando

se combina d analiss de vaios mIRNAS), oconstituyen un biomarcador potenaal paa €

diagnostico temprano y la monitorizad on dela e ectividad dd tratamiento [22].

Revisado € estado actud del tema, consdaranos necesaio un estudio que vaore este aspecto
en los pacientes de nuestro hospital, ya que podrian bendfidarse de un tratamiento efectivo

precazmente. En este sentido, presentamos d siguiente proyedo deinvestigeci on.
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2. PROYECTO DE INVESTIGACION:

2.1. Titulo dd proyecto:

MicaoRNA-146 como biomarcador de respuesta d tratamiento con agentes antiTNF-dfa en

la atritis reumatoide.

2.2. Resumen:

Las tergpias biologcas han revolucionado d tratamiento de la atritis reumatoide (AR),
produdendo un cambio muy importante en d curso de la enfermedad. Sn embargo, en la
adudidad, d mayor desdio continla Sendo identificar biomarcadores para dirigir €
tradamiento a un grupo sdeccionado de pecientes. Los miacoRNAs (MIRNAS draulantes
representan un grupo de mol éculas cuya expresion esta dterada en la AR. Seha demostrado que
los niveles de determinados MIRNAS como d miR-1462 que es uno de los méas prof undamente
estudiados, estan sgnificativamente aumentados en los pecientes con AR respecto a la
poblacion sana. Ademés, se ha demostrado que miR-146a se corrdaciona con la adividad
Inflamatoria de la enfermedad. En este estudo, se pretende cuantificar los niveles de mR-1462
en sangre periférica en pecientes con AR de la précticaclinica habitua , que van a ser someidos
a tagpias antiTNF- dfa (abatacept, infliximab, eanercept) para evduar su vador predictivo

como biomarcador de respuestad tratamiento.

2.3.Introduccion:

La atritis reumatoide (AR) es una enfermedad inflamatoria Sistémica de caécter
autoinmune que aecta principdmente d cartilago aticular y d hueso. Su diologia es aln
desconocida. Las principaes caracteristicas de su patogeness son la inflamacion aonica, la

hiperplasia sinovial y la eroson de catilago aticula dando lugar a la inflamacion y
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destruca on aticular. Por otro lado, d estado proinflamatorio sistémico puede dar lugar a

manifestaciones extraarticulares.

Lainstaurad on de un tratamiento precoz puede prevenir € desardl o de una discgpacidad

Importante, asi como importantes bendficiosen la cdidad de vida delos pacientes.

El fector de necross tumora dta (TNF-afa) juega un papd prindpa en la paogenia ce la
enfermedad, ya que promueve la activacion de mecrofagos y aras células para segregar
citogunas prainflamaorias (interleuquina (IL)-1, IL-2, IL-6 e IL-8), la activecion de céluas T,
asi como induce a las células endotdi des la expresidn de mol éculas de adhesion. Ademas, TBF-
dfa eda involucado en la difeenciacion y meduracion de los osteoclastos (principd céula
involucrada en la destrucaon articular) y estimula alos fibroblastos, osteoclastos y condrocitos

para producir protd nasas, las cuales destruyen € cartilago aticular y € hueso.

La introduccion de las terapias anti- TNF han revoludonado € tratamiento de la AR,
produdendo un camhbio sustancial en d curso de la enfermedad. Ahara bien, muchaos pecientes
no responden a estes tagpias. La respuesta a traamiento es multifectorial; sn embargo,
determinadas vaiaciones en genes 0 su expresion pueden ayudar a identificar a los més

propensos a responder.

Recientemente, d descubrimiento de dteradones epigenéticas ha constituido un paso
Importante en € conocimiento de la patogenia de esta enfermedad. EStos mecanismos
epigeneétioos juegan un papd aucid en € desardlode laAR. Esto nos hace pensar que pueden
contribur como biomarcadores para d diagnostico precoz de la enfermedad y de respuesta d
tratamiento. Los mecan smos epigenéticos que han sido evaluados sonlametilad n dd ADN, la

modificacion de histonas y la expresion y funci on de los miccoRNAS.

L os miccoRNAS son peguefias secuencias de ARN no cadificante (21-22 nucledtidos) que,
dependiendo dd gpareamiento de bases con d ARN mensgeo (ARNmM), media la escusion, la

represi on o ladesestahilizad on dd ARNm.
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Estd aumentando € numero de estudios que demuestran que ladisregul acion en la expresion

de miaoRNAs en células mononucleares de sangre peiférica, linfodtos T, fibroblastos
sinoviales y otras contribuyen a la inflamacion, degradaadn de la matriz extracelular y €

comportamiento invasivo de las células resdentes de la articul acion.

Se ha edtadecido que los miacoRNA pueden sa aderrantemente expresados en los

diferentes estadios de la enfermedad, pemiti endo que puedan ayudar a monitorizar la acti vidad
de la enfermedad. De este modo, |a deeccidn de dteradones en la expresion de determinados

microRNA podria servir como predctores de respuestad traamiento [2, 20-27].

2.4. Hipodtesis la expreson de miR-146a en los pecientes con artritis

reumatoide puede predecir larespuestad tratamiento con agentesantiTNF

-dfa

2.5.0bjeivos,

251 Primarios,

- Incluir a pecientes con atritis reumatoide que vayan a sef sometidos a tagia
biologica y evaluar si la expresion de miR-146a influye o no en la respuesta d
traamiento con antiTNF-dfa.

2.5.2 Secundarios:

-  Deaminar g los niveles de mR-146 se corrdladonan con la actividad inflamatoria
de laenfermedad.

- Vdoa si existe modificacion en la expresion de miR-146a cuando existe respuesta

a tratamiento.

- Examina otros fectores que puedan influir en la respuesta a tratamiento con

antiTNF-dfa

2.6 Metoddogia:

a) Disefno dd estudio:
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Se trata de un estudio de cohortes prospectivo que incluira a los pacientes con

artritis reumatoide que vayan a ser sometidos a tergpia con antiTNF-alfa. Sevalorara la

respuesta al tratamiento en funcion de la expresion de miRNA-1462,

El diagnostico de AR se realizara segun los criterios de la American Rheumatism
Association y la European League Against Rheumatism (ACR/EULAR) de 2010 (tabla

1).

Criterios de la American Rheumatism Association/Eurcpean League Against Rhoumatism (ACR/EULAR) 2010
para la clasificacién de artritis reumatoide

Poblacion diana
P, Simewitia [ imfarmacidn :I corfEemada &n al menos 1 amculacsta
<. HROVITHE no expdic acda [P TR erifermedad

&40 it

LT [ i'\-|.l (T} IIIIIiI "

ara la clasificacion de AR delinsda

ffectacidn articular®

| amculacidn grande

2-10 armnculaciones grandes 1
1-3 articulaciones poquefias {con o @0 afeaacidn de amoulacionses granddes)

410 amicubaciornss pequeiias [omsn o sin afectaciin de articulacienes prandes

= 10 ariculaciones {al memos uns e L -illl'

Serologia®

ACPA y FR ambos negarivos

ACPA o FR amibos [=luls el {tlruilos :'.:.Jll'.:l

ACPA o FR amibos [ET=RE cai Miltulos ...|I|.l'\-\.:l

Reactantes de fase iLHHl.'l-'I

PCH v V550 normales
PCR o Vel elevados 1

Dwracion de lo sinmomas

= i Rl mdias

r G sEmanas ]

Tabla 1. Criterios diagnogicos de la ACR y la EULAR de 2010. Manud de la

Sociedad Espanola de Reumatologia. Sexta edicioon.

L os criterios para recibir tergpi abiol 0gica con anti TNF-alfa son:

Tene actividad inflanatoria de artritis moderada-alta
No haber respondido a unaterapia de primeralinea (FAMES)

Haber sido suspendida por ef ecto secundari 0 0 intoleranci ade eda,

> W NP

No tener enfermedad oncologica activa y no tener una enfermedad
desmid inizante.

L arespuestaal tratamiento atendera alo sguiente:

1. Medir la actividad inflamatoria de la enfermedad al inicio y alos 3 meses de
traamiento: Eda actividad se medira con criterios clinicos (nimero de

arti culaciones tumefactas y/o dolorosas) y criterios bioguimicos (PCR, VSG) y
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se andiza de forma conjunta utilizando €l indice DAS-28. Mediante este indice
se puede clagficar alos pacientes en diferentes estadi os:

1. Remison o bgaactividad: puntuaci on menor de 3.2
2. Actividad moderada: puntuacion entre3.2y 5
3. Altaactividad: puntuaci 6n mayor de 5.1.

Ademas, permite clasificarlos segun la mgoriacon € tratamiento en: ausente, respuesta

moderada o buena respuesta

Segun las recomendaciones internacionales, la respuesta s alcanza a las 4-6
semanas de inid a pero puede demorarse hasta |os tres meses.

c) Criterios de inclusion:

1. Ser diagnogicados de atritis reumatoide segun los criterios de la
ACR/EULAR.

2. SeXo mujer.
3. Edad superior a 40 afos.
4. Presentar moderada o dta actividad inflamatoria segun € indice DAS-28.
5. Cumplir criteriosde tratamiento con antiTNF-alfa.
6. Aceptar participar en € estudio.
Con edos criterios se recogerian 400 pacientes.

d) Criterios de exclug on:

1. Pacientes con otras enfermedades autoinmunes.

2. Padentes que hayan sido tratados con antiTNF-alfa anteriormente y que éste
haya sdo retirado.

3. Edar realizando otro traamiento de forma concomitante para la artritis

reumatoide gque sea modifi cador de la enfermedad (metotrexate, leflunomida, etc).

e) Tamano muestral:
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Pacientes de |la provincia de Granada, cuyo hospitd de referencia es  Complejo
Hospitalario Univergtario de Granada (CHUG), diagnogticados de artritis reumatoide

por la Unidad de Gestion Clinica de Reumatologia del CHUG, que vayan a se
sometidos a terapia biologica con antiTNF-alf a desde Enero de 2016 a Diciembre de
2017 y que cumplan los criterios de inclusion y exclusion. Consultadas las bases de
datos de los ultimos 3 afios del hospitd S. Cecilio, edimamos que en € periodo de

estudio podriamos recoger 400 pacientes con un porcentaj e de pérdida dd 5%.

d) Variables de esudio:

Para la recogida de daos se haran dos entrevidas y en cada una de éllas, se
procedera a la extracci on de sangre para la determinacion de miRNA-1462, la primera

antes deiniciar €l traamiento y la segundaalos 3 mesesdel traami ento.
Primera entrevista (mes 0):

Serecogera informacion sobre edad, raza, el tiempo de evolucion de la enfermedad,

actividad de la enfermedad, presencia de otros factores que influyen en el prondstico de
la enfermedad como anticuerpos positivos (FR, ACPA), tabaquismo activo, reactantes

de fase aguda elevados (PCR, VSG), la presencia precoz de erosiones 0seas 0 defo —

Segunda entrevista (mes 3). s determinara la regpuesta al tratamiento segun €l
indice DAS-28 y se readlizara la segunda extraccion de sangre.

AnalisismiRNA-1462

Para valorar ss mIRNA es un buen biomarcador de respuesta d tratamientoy 9 se
negativiza como respuesta a la terapia se andlizara al inicdo y alos tres meses de

trat ami ento.

Para ello, se redizaran dos extracciones de sangre, una al inicio y otra al find del
estudio en el laboratorio general, para trasladarla a laboratorio de investigaciones
medicas de la unidad de apoyo a la investigacion del CHUG y s determinara la
expresion de miRNA-1462 en suero mediante |la técnica de reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR). Ademas se analizaran los datos bioquimicos que vamos a tener en
cuenta en nuedro estudio como criterios de reouesta d tratamiento (VSG y PCR).

Segun d protocolo Applied Biosystems, la muestra de sangre extraidaserade5ml, y

sera inmedi damente tranderida a un medio donde sea mas esable usando un kit de
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aislamiento de Ribopure-Blood RNA (Applied Biosystems) Sendo almacenada a— 20°C
hasta su utilizacion.

g) Andlisis dedatos:

Se dexcribiran las varidbles de esudio y s edrdificaran los resultados en

funca on de variabl es de confusi on.
- Laedad sedivide en edratos de 5 anos.

- El tiempo de evolucion de la enfermedad se divide en menos de cinco anos y

mas de cinco anos.

- La actividad de la enfermedad cladficara a los pacientes en tres grupos. en

remi Son, actividad baja, moderada o alta.

h) Limitaciones del estudi o:

1. Se traa de un edtudio de base hospitalaria cuyos resultados no podran

extrapol arse a los encontrados por otros investigadores en otras poblaciones.
2. El tamano muestral es pequefio.

3. El periodo de observacion es corto, pues hay algunos pacientes que responden

al tratamiento mas alla de los 3 meses.

4. El analisis de la respuesta al tratamiento se realiza con un indice muy
extendido en la practica clinica y bastante fiable, pero que incluye criteri os subjetivos

del paciente como el nUmero de arti culaciones dolorosas.

1) Aspectos éticos de la invesigacion:

Sevalorara d conocimiento de la legislacion que regula los aspectos éicos de la
Investigadi On y se tomaran las medidas necesarias para conservar el cardcter andnimo

de los pacientes.

Se requerira d consentimiento informado para poder almacenar su sangre y
analizarla en los términos que indica el proyecto. La muestra podra ser destruida a
peticion del interesado y/o cuando acabe €l proyecto para |lo que ha sido requerida.

Todo ello atendiendo a la legislacion vigente sobre muestras biol ogices.
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