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1 INTRODUCCION

1.1 Definicion de artritis reumatoide

La artritis reumatoide (AR) es la principal enfermedad inflamatoria crénica articular de
. . 1 . , . . . .

origen autoinmune.” Su etiologia permanece en la actualidad desconocida. Se baraja un origen
multifactorial, en el que influirian factores genéticos y ambientales." Se considera una
enfermedad sistémica, ya que aunque afecta principalmente a las articulaciones, puede
presentar manifestaciones extra articulares (nédulos subcutaneos, alteraciones oculares,
vasculitis...).”? Afecta principalmente a las articulaciones diartrodiales, produciendo una
inflamacién local de la membrana sinovial que se extiende a otras estructuras como cartilago

articular, ligamentos, tendones y hueso, causando con el tiempo su destruccién.?

Se caracteriza por una afectacion poliarticular simétrica de las pequefias articulaciones
de manos y pies, aunque pueden verse afectadas otras articulaciones.” Si no se interviene de
forma temprana, la enfermedad progresa, produciéndose deformidad de las articulaciones y
discapacidad.' Esta situacién provoca un empeoramiento de la capacidad funcional de los

pacientes y aumenta el riesgo de muerte prematura.’

1.2 Epidemiologia

La AR tiene una distribucion mundial, con una prevalencia entre el 0.3 y el 1.2%,*
destacando prevalencias por encima del 3% en algunas comunidades indigenas
norteamericanas (indios Pima) y esquimales. Las prevalencias mds bajas corresponden a paises
africanos y asidticos, por debajo del 0.2%." En Espafia afecta al 0.5% de la poblacién adulta
(1C95%: 0.2-0.8%, estudio EPISER 2000).> La AR es de dos a tres veces mas frecuente en
mujeres que en hombres. La incidencia anual se sitla entre 28 y 36 casos por cada 100.000
habitantes en mujeres, y en torno a 14 por cada 100.000 habitantes en hombres.* La mayor
incidencia en mujeres ocurre entre los 40 y los 60 afios de edad.® Ademas, se observa una
mayor incidencia en ciudades que en pueblos, sin que se conozca la causa concreta de esta

distribucion.’
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1.3 Diagnéstico

El diagndstico de la AR es una combinacién de signos, sintomas, pruebas biolégicas y
pruebas de imagen. Existen criterios de clasificacion de la AR que han mostrado buena
sensibilidad y especificidad para diagnosticar casos de la enfermedad en fases avanzadas,
como los criterios ACR del American College of Rheumatology (1987).”% Estos criterios se
caracterizan por su capacidad para distinguir pacientes afectados de AR establecida de
aquellos que padecen otra enfermedad reumatica. Tienen una alta sensibilidad (79-80%) y
especificidad (90-93%) en AR establecida, sin embargo, cuando se aplican a AR de corta
evolucién, su especificidad disminuye hasta el 33-77%,” por lo que no son validos para
identificar pacientes que podrian beneficiarse de una intervencion precoz. Por este motivo en
2010 se desarrollaron unos nuevos criterios de clasificacion de forma conjunta entre la ACR y

%1% Estos nuevos criterios se aplican a

la EULAR (European League Against Rheumatism).
pacientes con sinovitis de reciente comienzo y permiten identificar a aquellos con mayor
riesgo de desarrollar AR erosiva y persistente, permitiendo iniciar el tratamiento con farmacos
modificadores de la enfermedad (FAME) de forma precoz.® Ademds, estos criterios clasifican
también pacientes con enfermedad mas evolucionada, siempre que tengan erosiones tipicas

de AR y presenten enfermedad de larga evolucién cuyos datos retrospectivos permitan la

clasificacion con los nuevos criterios.™

Criterios ACR de 1987. Se consideraba AR si aparecian cuatro o mdas de los siete criterios

siguientes:11

1. Rigidez matutina de al menos una hora de duracion.

2. Artritis de tres o mas areas articulares.

3. Artritis de las articulaciones de las manos.

4. Artritis simétrica.

5. Nodulos reumatoides.

16
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6. Factor reumatoide (FR) en suero.

7. Alteraciones radioldgicas.

Criterios EULAR/ACR de 2010. Se valoran cuatro dominios:

1. Numero y lugar de las articulaciones afectadas.

2. Anormalidades seroldgicas: FR y anticuerpos anti-péptido citrulinado (ACPA).

3. Niveles de reactantes de fase aguda: velocidad de sedimentacién globular (VSG) y

proteina C reactiva (PCR).

4. Duracién de la sintomatologia.

La enfermedad se clasifica como AR definida si se presenta sinovitis en al menos una
articulacién en ausencia de un diagndstico que lo justifique y una puntuacidn 26 (sobre 10) en la
valoracién de los cuatro dominios (tabla 1).”® Los nuevos criterios de clasificaciéon inducen
cambios importantes en la valoracién clinica (n2 de articulaciones y simetria), dan mucha mas
importancia a los hallazgos analiticos (marcadores seroldgicos y reactantes de fase aguda) y
disminuyen la importancia de la persistencia temporal. Ademas, se suprimen las
manifestaciones consideradas tardias (ndédulos reumatoides y erosiones), aunque la presencia
de erosiones tipicas de AR puede por si misma ser el Unico requisito para realizar el diagnéstico

de una enfermedad evolucionada.’

De las pruebas bioldgicas actuales, la concentraciéon de FR y de ACPA en suero son las

que muestran una mayor utilidad diagndstica y prondstica en la AR de comienzo reciente.®

Factor reumatoide: La presencia de FR en un paciente con poliartritis hace muy

probable el diagndstico de AR, pero su ausencia no lo excluye. Tiene valor prondstico, ya que

17
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se asocia a enfermedad mads grave, con mas extensién del compromiso articular y mayor
destruccién y discapacidad. Puede aparecer afios antes de que aparezcan los sintomas de la
artritis.® Se trata de un autoanticuerpo activo contra la regién Fc de las inmunoglobulinas que

presentan isotipo IgG.12

Anticuerpos anti-péptido citrulinado: Estos autoanticuerpos presentan elevada
sensibilidad (>80%) y especificidad (98%)." El hecho de que alrededor del 40% de los pacientes
con AR y FR negativo tengan los ACPA positivos aumenta su valor diagnéstico. Al igual que el

FR pueden preceder a la aparicién de la enfermedad y se relacionan con un peor prondstico.?

Reactantes de fase aguda: VSG y PCR reflejan la presencia e intensidad de un proceso

inflamatorio, pero no son especificos de la AR.?

Afectacion articular

1 articulacion grande afectada 0
2-10 articulaciones grandes afectadas 1
1-3 articulaciones pequefias afectadas 2

4-10 articulaciones pequefias afectadas

v w

> 10 articulaciones pequefias afectadas

FR y ACPA negativos 0
FR y/o ACPA positivos bajos (<3 valor normal) 2
FR y/o ACPA positivos altos (>3 valor normal) 3

Reactantes de fase aguda

VSG y PCR normales 0

VSG y/o PCR elevadas 1

< 6 semanas 0

26 semanas 1

Tabla 1. Criterios de clasificacién EULAR/ACR 2010.”®

18
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Aunque la clasificacién EULAR/ACR de 2010 es la base para definir la AR, la complejidad
de la enfermedad hace que ésta sea dificil de acotar por unos criterios de clasificacion, de ahi
que el diagnéstico siga estando en manos del clinico, quien debera diagnosticar y tratar a los
pacientes, incluso en las formas de la enfermedad que no cumplan los criterios de clasificacion

propuestos.

1.4 Manifestaciones clinicas

1.4.1 Manifestaciones articulares

La AR se manifiesta con dolor, inflamacidon y rigidez. Las primeras molestias
inespecificas pueden ser cansancio, hinchazdén articular, dolores musculoesqueléticos difusos o
rigidez matutina. Aparece una poliartritis simétrica periférica que afecta principalmente a
articulaciones pequefias. Las articulaciones mds afectadas al inicio de la enfermedad son las
metacarpofalangicas e interfalangicas proximales. De forma progresiva se afectan también las
articulaciones metatarsianas de los pies, mufiecas, codos, hombros, rodillas, caderas o

tobillos.™?

1.4.2 Manifestaciones extra articulares

Debido al caracter sistémico de la AR, pueden aparecer manifestaciones extra
articulares que varian con la duracidn y la gravedad de la enfermedad y estan asociadas con

un aumento de la mortalidad.*

Manifestaciones oculares: Aparecen hasta en un 25% de los pacientes con AR, siendo
la queratoconjuntivitis seca la manifestacion mas frecuente. Cursa con sequedad ocular y
sensacion de cuerpo extrafo. También aparecen escleritis y epiescleritis, con una frecuencia

inferior al 1%.%**

Manifestaciones pulmonares: La manifestacion mas frecuente es el derrame pleural,
descrito hasta en un 40-70% de los pacientes. Con menor frecuencia pueden aparecer

neumonitis, bronquiolitis y nédulos reumatoides.”
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Manifestaciones cardiacas: Los pacientes con AR presentan un riesgo mads elevado de
mortalidad por enfermedad cardiovascular en comparacién con la poblacién general.”” La
afectacién cardiovascular es consecuencia de la respuesta sistémica inflamatoria que tiene
lugar en la AR.™ La manifestacién mas frecuente es la pericarditis, aunque también pueden

aparecer endocarditis y miocardiopatia.

Manifestaciones gastrointestinales: El tracto digestivo generalmente no se ve afectado
por la AR. Las alteraciones son fundamentalmente secundarias al uso de farmacos

gastrolesivos, como los AINE. Ocasionalmente puede aparecer vasculitis reumatoide.>*’

Manifestaciones renales: Las principales causas de afectacién renal son
glomerulonefritis, nefritis intersticial y amiloidosis. Es comun la afectacién renal secundaria al
uso de AINE.? Hasta un 10% de los pacientes, principalmente de larga evolucidn, presentan

proteinuria secundaria a la presencia de amiloidosis renal.

Noédulos reumatoides: Los nédulos reumatoides aparecen hasta en un 25% de los
pacientes con AR y son la manifestaciéon extra articular mas frecuente. Se localizan
fundamentalmente en codos y tendones, y son mas frecuentes en pacientes con FR positivo,

pudiendo aparecer también en relacion con el tratamiento del metotrexato (MTX).!

Vasculitis: Aparece hasta en el 1% de los pacientes, afectando normalmente a
pacientes que presentan niveles altos de FR.' La presencia de vasculitis indica enfermedad

grave y peor prondstico.”

1.5 Indices para evaluar la actividad de la enfermedad

La evaluacidon de la actividad de la enfermedad debe apoyarse en la valoracion
sistematica de un conjunto minimo de parametros que permitan evaluar el grado de actividad
inflamatoria, discapacidad funcional y dafio articular. La Sociedad Espaiola de Reumatologia
(SER) recomienda el conjunto minimo de parametros aportado por la conferencia OMERACT,
celebrada por primera vez en Masstricht en 1992. En esta conferencia, la Organizacion

Mundial de la Salud (OMS), la ACR, la EULAR y la ILAR (International League Against

20
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Rheumatism) llegaron a un consenso en la eleccién de los parametros mas adecuados para la

valoracién de la actividad de la AR. Este conjunto de parametros incluye:'"?

1. Numero de articulaciones dolorosas (NAD) y tumefactas (NAT): Se recomienda hacer

un recuento minimo de 28 articulaciones.

2. Dolor evaluado por el paciente: Se recomienda utilizar una escala visual analdgica
(EVA) horizontal de 10 cm, dividida mediante marcas verticales en 10 segmentos
iguales de 1 cm. Las mediciones se acompafiaran con descriptores numéricos del 0 al

10, y en los extremos se indicara “ningun dolor” (0) y “méaximo dolor” (10).

3. Evaluacion global de la enfermedad realizada de forma independiente por el
enfermo y por el médico: Se recomienda utilizar el mismo tipo de EVA anterior. Las
mediciones se acompafaran con descriptores numéricos del 0 al 10 y con indicadores

en los extremos que marquen en este caso “muy bien” (0) y “muy mal” (10).

4. Reactantes de fase aguda: Se recomienda incluir los valores de la velocidad de

sedimentacion globular (VSG) y proteina C reactiva (PCR).

5. Capacidad funcional: Se recomienda evaluar la discapacidad funcional auto percibida
mediante cuestionarios especificos validados. ElI HAQ (Health Assessment
Questionnaire) se utiliza de forma estandarizada, por su amplia difusién, aceptacion y
caracteristicas métricas comprobadas. En la actualidad también se recomienda tener
en cuenta otras consideraciones como la pérdida de capacidad laboral, aspectos

psicoldgicos del enfermo y el apoyo social recibido.

6. Daiio radioldgico: Se recomienda realizar radiografias de manos, pies y térax en la
evaluacion inicial. Las de manos y pies se repetirdn con una periodicidad anual durante
los tres primeros afios de evolucién de la enfermedad y posteriormente cada vez que

se estime oportuno.
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Sintesis de la informacion mediante la utilizacidon de indices de actividad compuestos:

La utilizacidn de indices compuestos que resumen la informaciéon de varios parametros
en un solo indicador es un procedimiento util y valido en la evaluacion de la actividad de la
enfermedad. Se recomienda la utilizacién del Disease Activity Score (DAS) y/o el SDAI

(Simplified Disease Activity Index).®*®

El indice mas comunmente utilizado para medir la actividad en la AR es el DAS-28 (28-
Disease Activity Score). EI DAS-28 incluye la evaluacion del dolor e inflamacién en 28
articulaciones. Se trata de una simplificacion del DAS original, en que cual se evaluaban 44
articulaciones.”® En el DAS-28 se considera ademas la VSG y la valoracién global de la
enfermedad a través de una escala EVA.? Se calcula mediante las siguientes férmulas, segin se

utilicen tres o cuatro variables:

DAS28 (4)= 0,56 VNAD28 + 0,28 VNAT28+ 0,70 In (VSG) + 0,014 (EVA)

DAS28 (3)= [0,56 VNAD2S + 0,28 VNAT28+ 0,70 In (VSG)] 1,08 + 0,16

El DAS-28 se puntua de 0 a 11, donde O significa ausencia de actividad y 11 maxima

actividad.”

Existe una modificaciéon del DAS-28, en el que en lugar de utilizar como reactante de
fase aguda la VSG, se utiliza la PCR, conocido como DAS-PCR.? Se calcula con las siguientes
férmulas segun se utilicen 3 o 4 variables:

DAS28 (4)= 0,56 VNAD28 + 0,28 YNAT28+ 0,36 In (PCR+1) + 0,014 (EVA)+0,96

DAS28 (3)= [0,56 VNAD28 + 0,28 VNAT28+ 0,36 In (PCR+1)] (1,10+1,15)

Respecto al DAS-28, el SDAI tiene la ventaja de que no necesita una férmula

matemadtica compleja para su determinacion, sino que se calcula mediante una simple suma
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aritmética del niumero de articulaciones dolorosas y tumefactas (sobre 28 articulaciones), la
valoracion global de la actividad hecha por el paciente (EGP) y por el médico (EGM), medida de
0 a 10, y la concentracidn de PCR en mg/dl. La inclusion de la PCR en vez de la VSG se basa en
que la primera es una medida de inflamacidn mas precisa que la segunda, se ha relacionado
con el dafio estructural de manera mas consistente y esta menos influida por otras variables

como la anemia o el FR.?* El calculo del SDAI se realiza seguin la férmula siguiente:

SDAI= NAD28+NAT28+EGP+EGM+PCR (mg/dl)

Existen modificaciones del SDAI, en particular una que no incluye la PCR, el CDAI
(Clinical Disease Activity Index),”* se ha desarrollado para su uso en los casos en los que no se
puede disponer de los reactantes de fase aguda de forma inmediata o se dan en valores

semicuantitativos.

1.6 Fisiopatologia

Como ya se ha descrito, la AR es una enfermedad inflamatoria articular de origen
autoinmune y de caracter crénico. Junto a la inflamacién de la membrana sinovial se produce
una proliferacién de sinoviocitos, acompaifiada de infiltracion de células inflamatorias vy
neoangiogénesis.”> La proliferacién de sinoviocitos es secundaria a defectos en la apoptosis,*
siendo esta hiperplasia de la membrana sinovial el factor que mds contribuye a la destruccidn
del cartilago.”” Como consecuencia de estas alteraciones se produce el cambio histolégico mas
caracteristico de la enfermedad, la formacién del pannus (figura 1). El pannus es un tejido de
granulacion, invasivo y altamente vascularizado. Estd compuesto fundamentalmente por
sinoviocitos y macrdfagos activados, que a través de la produccidon de enzimas proteoliticas
(metaloproteasas de la matriz extracelular, [MMP]) invaden el cartilago. Los condrocitos
activados producen a su vez mas MMP que degradan la matriz cartilaginosa, dando lugar a una
progresiva destruccién del cartilago. La invasiéon del tejido por el pannus da lugar a erosiones
4seas, y acaba destruyendo hueso, tendones y ligamentos.* La erosidén 6sea articular es
secundaria tanto al mecanismo inflamatorio de la sinovitis como a la produccién de
autoanticuerpos.’® El aumento de células inflamatorias promueve la diferenciacién de los

osteoclastos y la invasion de la superficie del periostio adyacente al cartilago articular.”’ Las
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citoquinas inducen la expresién de RANKL (ligando del receptor activador del factor nuclear
kappa-beta [NF-kB]) que estimula la activacién de osteoclastos a través del sistema de
proteinas RANK-RANKL-OPG (Figura 2). Citoquinas proinflamatorias como el TNF-q, IL-1 e IL-17
inducen RANKL en distintos tipos celulares.”® Ademas, desde la fase preclinica de la
enfermedad, los ACPA, autoanticuerpos producidos por células sanguineas, estimulan la

diferenciacidn de los osteoclastos, iniciando la pérdida 6sea.’®

Artritis reumatoide

/4
A

Capsula articular _F

Pannus

. Cartilago y hueso
L erosionados
Finzamignto del
—— espacio articular
— Membrana sinovial
hipertrofiada
Cuerpos libres
cartilaginosos

Membrana sinovial
Espacio articular
Liguido sinovial
Cartilago articular
Hueso subcondral

Figura 1: Estructura de una articulacién normal con todos sus componentes y cambios

. . ;. . 24
anatomopatoldgicos macroscdpicos que experimenta en fases avanzadas de la AR.
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Figura 2: El balance RANKL/OPG controla la actividad osteoclastica en la artritis reumatoide.”
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1.7 Etiopatogenia

La AR es una enfermedad compleja para la que se baraja un origen multifactorial,
permaneciendo su etiologia desconocida en la actualidad. Factores genéticos y mecanismos
autoinmunes influirian junto con factores medioambientales en el establecimiento y desarrollo

d.**?® La AR se considera una enfermedad altamente heredable (un 60% del

de la enfermeda
riesgo de desarrollar AR es debido a factores genéticos).” El 10% de los pacientes con AR tiene
un familiar de primer grado que sufre la enfermedad, y en poblaciones no endogamicas se ha
constatado que el 15% de los gemelos univitelinos la padecen. Gracias al progreso alcanzado
para completar el estudio del genoma humano, se han llevado a cabo multiples investigaciones

30,31

para identificar posibles marcadores genéticos en la AR. Hasta hace poco tiempo, sdlo

habia podido ser inequivocamente asociado a la susceptibilidad y gravedad de la enfermedad

el locus del complejo mayor de histocompatibilidad o HLA de clase 11.24*?

La teoria patogénica mas aceptada situaba el origen de la AR en la activacidn de células T CD4"
por un antigeno o antigenos desconocidos presentados al receptor de la célula T por

determinadas moléculas HLA de clase Il en células presentadoras de antigeno.*

Genotype ‘L“@
HLA-DR4 alleles M,
PTPN22

Other genes, such as

Environment
Smoking

Microorganisms
Stress

CTLA4, PAD!4 and cytokines
2z Autoimmunity \y_ Pre-articular or
- CCP-specific antibody )/——' lymphoid phase
- Rheumatoid factor
5 Collagen-specific response 4,
5 GP39-specific response =
I -
172
© ©
— 4 A4
Microbial insult? Transition phase
Biomechanical events
MNeurological events
Microvascular dysfunction
Articular localization Articular phase
Cardiovascular disease
Osteoporosis

Functional decline

Inflammation

Figura 3: Factores implicados en la patogénesis de la AR.**

Dentro del complejo mayor de histocompatibilidad, los genes HLA-DRB1 y HLA-DRB4
son los que presentan mayor relacion con la AR, siendo determinados alelos HLA-DRB1 los que

presentan una asociacion mas fuerte con la enfermedad (HLA-DRB1*01, DRB1*04,
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DRB1*10).***®*! Estos alelos se han asociado a la produccién de ACPA y comparten una
secuencia conocida de 5 aminodcidos en la tercera regién hipervariable de la molécula DRB1,
llamada “epitopo compartido”, que se dispone alrededor de la hendidura de unién al

323> Gregersen et al. formularon la hipétesis del epitopo compartido, segun la cual las

antigeno.
moléculas DRB1 se unirian al péptido, provocando una respuesta inmune que desencadenaria

la AR.>®

Hasta 2012 se pensaba que estos alelos se asociaban exclusivamente con casos de AR
que presentaban ACPA positivos. Sin embargo, recientes estudios han confirmado la
asociaciéon del “epitopo compartido” con casos de AR que presentan los ACPA negativos. El
papel de esta asociacion y su posible restriccion a determinados tipos de enfermedad todavia

no se ha determinado.”*®

En los udltimos afios y gracias a los estudios de asociaciéon del genoma completo
(Genome-Wide Association Studies [GWAS])* se han identificado multiples genes fuera de la

region HLA que contienen locus de riesgo para la AR, 340414243

Existe una hipétesis alternativa que plantea que el inicio de la inflamacién sinovial es
producido por mecanismos no antigeno-especificos que posteriormente derivan en respuestas

de la inmunidad adaptativa.**

En este contexto, tras el inicio de la sinovitis, la célula T adquiere un protagonismo
fundamental en los mecanismos perpetuadores de la AR. Los linfocitos T CD4+ que se
acumulan en la sinovial reumatoide presentan un fenotipo activado (HLA Il, CD69+) y de
memoria (CD45R0+), en contraposicion a la preponderancia de células T virgenes (CD45RA+)

en la poblacién de sangre periférica.?

Los linfocitos T CD4+ activados producen citoquinas tipo Thl. Estas citoquinas,
fundamentalmente IL-2, IL-17 e interferon gamma, estimulan contactos celulares entre
linfocitos Th1 y linfocitos B (produccién de FR) y colaboran en la activacion de macréfagos que

producen citoquinas proinflamatorias (TNF-a, IL-1, IL-6, IL-15 y GM-CSF, principalmente). Entre
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estas citoquinas proinflamatorias adquieren especial relevancia el TNF-a e IL-1. Ambas influyen
en la neo vascularizacion y en el reclutamiento celular del infiltrado inflamatorio que

constituye la sinovitis crénica caracteristica de la enfermedad.”

El TNF-a es un estimulo importante para las células productoras de mediadores inflamatorios,
activa leucocitos, células endoteliales y fibroblastos sinoviales. Ademas, induce la produccion
de citoquinas, moléculas de adhesion y metaloproteasas. El TNF-a suprime la accion
reguladora de las células T, promueve la activacidn de los osteoclastos y favorece la resorcion

de cartilago y hueso.*®

La IL-1 activa leucocitos, células endoteliales y fibroblastos, induce la produccion de
enzimas por los condrocitos y activa los osteoclastos, ademas de mediar en el mecanismo de

aparicion de la fiebre.*

La IL-6 favorece la sintesis hepatica de los reactantes de fase aguda,” el desarrollo de
anemia de proceso crénico,* asi como otras manifestaciones sistémicas y efectos locales

articulares de la enfermedad.

La produccidn de citoquinas antiinflamatorias (sobre todo el receptor soluble de TNF-a
y los antagonistas de los receptores de IL-1, IL-10, IL-4 e IL-13) resulta insuficiente, hecho que
parece importante en la perpetuacion de la enfermedad.”> Ademas, la funcién de las células T
CD4+ reguladoras esta disminuida, contribuyendo al desequilibrio entre los brazos efector y

regulador de la enfermedad.*

Ademas de la implicacidn de las células efectoras como los linfocitos By T y del papel
de las citoquinas proinflamatorias, también se ha estudiado el papel de las quinasas en la
patogenia de la AR. El sistema JAK/STAT transmite sefiales proinflamatorias comunes a muchas
citoquinas, como la IL-6, la IL-2, la IL-15 o la IL-17, que estan implicadas en la patogenia de la

AR 50,51.
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Por otro lado, algunos factores ambientales también estan implicados en la etiologia de

la AR, participando en la induccidén, magnitud y velocidad de progresion de la enfermedad.

El tabaco no sdlo es capaz de influir en la aparicién de la enfermedad, sino que también
influye en la severidad de la misma®2. El tabaco y otras formas de estrés bronquial, como la
exposicién al polvo de silice, aumentan el riesgo de padecer AR en personas con
susceptibilidad genética HLA-DR4.® Ademds, el tabaquismo y la susceptibilidad HLA-DRB1
aumentan sinérgicamente el riesgo de presentar ACPA.>* Los factores de estrés
medioambiental en pulmones y otros tejidos de barrera pueden promover modificaciones
postraduccionales, a través de la peptidil arginina desaminasa tipo IV (PADI4), que se traducen

en una alteracion en la citrulinacion de las proteinas de la mucosa.*®

Agentes infecciosos como el virus de Epstein-Barr, citomegalovirus, Proteus y
Escherichia coli se han relacionado con la AR. La formacion de complejos inmunes durante la

%33 Ademas, la AR parece estar asociada

infeccién puede desencadenar la produccion de FR.
con la enfermedad periodontal, Porphyromonas gingivalis expresa PADI4, capaz de promover

citrulinacion de proteinas.®

Algunos estudios epidemioldgicos sugieren el efecto protector del consumo a largo
. . 57 .. .. . . .
plazo de pescado, aceite de oliva y verduras,” y la administracidon exdégena de anticonceptivos

orales.”®

1.7.1 Papel de la apoptosis en la AR

La apoptosis o muerte celular programada es un mecanismo fisiolégico que elimina
células danadas del organismo, controlando asi el nimero de células y el tamafio de los
tejidos, y asegurando el mantenimiento de la homeostasis tisular. Alteraciones en este proceso
pueden contribuir al desarrollo de patologias como el cancer, trastornos neurodegenerativos

H 58 . s e
y enfermedades autoinmunes.” Algunos de los cambios caracteristicos que ocurren durante la
AR en la membrana sinovial inflamada, tanto en su composicion como en su estructura, estan

relacionados con una respuesta apoptética alterada de las células sinoviales, generandose un
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tejido sinovial hiperpldsico que media la destruccidon progresiva del cartilago articular y el

hueso.”

El TNF-a es una de las principales citoquinas proinflamatorias involucradas en la
patogenia de las enfermedades autoinmunes, como es el caso de la AR. Esta citoquina existe
tanto en forma transmembrana como en forma soluble, siendo ambas fisiolégicamente
activas, y sus acciones estan mediadas a través de sus receptores TNFR1 y TNFR2. Estos
receptores son glicoproteinas transmembranales (aunque también se han identificado formas
solubles de ambos) y forman parte de los miembros de la superfamilia de receptores del TNF
(TNFRSF). Tanto TNFR1 (conocido también como p55 o TNFRSF1A) como TNFR2 (conocido
también como p75 o TNFRSF1B) estan presentes en todos los tipos de células, excepto en
eritrocitos. Generalmente, la distribucién del TNFR1 es mucho mas amplia que la del TNFR2. La
expresion del TNFR1 es generalmente constitutiva en muchos tipos de células, mientras que la
expresion del TNFR2 tiene lugar de forma inducida. Se conoce que ambos receptores median,
de forma cooperativa o independiente, en un amplio rango de respuestas celulares, como es el

caso de la proliferacién, diferenciacién, citotoxicidad o apoptosis celular.®

Los receptores de muerte celular de la superfamilia de TNF incluyen: TNFR1, FAS
(CD95), DR3/WSL y los receptores del “ligando inductor de apoptosis relacionado con el TNF” o
TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand). Investigaciones recientes han demostrado la
importancia de estos receptores de muerte celular en la induccidn de la apoptosis a través de
la via extrinseca tras activarse por la unién a sus correspondientes ligandos (figura 4). Los
receptores mejor caracterizados son FAS/CD95 (también denominados Apo1l) y el receptor p55
del factor de necrosis tumoral (TNFR1), cuyos respectivos ligandos son FAS/CD95L y TNF. El
ligando TRAIL puede unirse a cinco receptores, entre ellos TRAILR3 y TRAILR4 actian como
receptores de membrana, mientras que TRAILR1 y TRAILR2 contienen un “dominio de muerte”

citoplasmatico y transmiten sefiales proapoptéticas.™
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Figura 4: Principales rutas activadas por receptores de la familia TNFR.®

Aunque los sinoviocitos expresan en superficie variedad de receptores de muerte

receptores.”

de la AR, la frecuencia de la apoptosis es inferior a la normal en los tejidos inflamados, lo que

provoca una acumulacién de citoquinas proinflamatorias, siendo esto una causa de la

En las enfermedades inflamatorias crénicas de naturaleza autoinmune como es el caso

inflamacién crénica.®
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1.8 Tratamiento

En la actualidad no existe un tratamiento definitivo para la AR. Los tratamientos
disponibles van encaminados a la remisién de la enfermedad, aliviar el dolor, disminuir la

actividad inflamatoria y mejorar la calidad de vida de los pacientes.

1.8.1 Antiinflamatorios no esteroideos (AINE)

Los AINE juegan un papel limitado en el tratamiento de la AR, ya que existe poca
evidencia de que puedan alterar el curso de la enfermedad o prevenir la destruccion
articular.® Se utilizan, por tanto, como modificadores de los sintomas de la enfermedad. El uso
de AINE solos o asociados a corticoesteroides se recomienda en la fase inicial de la AR, cuando
se introduce un farmaco antirreumdatico modificador de la enfermedad (FAME) hasta que éste
alcanza su nivel de eficacia y, puntualmente, cuando persisten sintomas incontrolados aislados
a pesar de existir buena respuesta al tratamiento con FAME. La necesidad del uso continuado
de AINE en un paciente debe interpretarse como un control inadecuado de la actividad

inflamatoria y, por tanto, conducir a la reevaluacion del tratamiento.?

1.8.2 Corticoesteroides

Los glucocorticoides (GC) son farmacos con un potente efecto antiinflamatorio e
inmunomodulador, ampliamente utilizados en el tratamiento de las enfermedades reumaticas.
Actlan a través de diferentes mecanismos de accién en los que intervienen una gran variedad
de células del sistema inmune. Inhiben el trafico leucocitario, interfieren con la funcidn de los
leucocitos, fibroblastos y células endoteliales y suprimen la accién y produccion de factores

humorales involucrados en el proceso inflamatorio.**

En la AR, los GC ejercen efectos antiinflamatorios a corto plazo y efectos positivos a
largo plazo sobre la progresién radiografica de la enfermedad.®*®* A bajas dosis producen un
marcado alivio sintomatico y poseen un efecto modificador del dafio estructural en la AR de
corta evolucién. No obstante, es mas frecuente que se utilicen como terapia puente hasta que
otros FAME comiencen a actuar, y no como auténticos agentes modificadores de la

enfermedad.®
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La EULAR recomienda el uso de GC a dosis bajas (7.5 mg de prednisona o equivalente
por dia) como parte de la estrategia inicial de tratamiento durante un maximo de 6 meses y en
combinacidon con uno o mas FAME, pero deben ser suspendidos tan pronto como sea

clinicamente factible.®’

1.8.3 Farmacos modificadores de la enfermedad (FAME)

Los FAME son farmacos ampliamente aceptados y utilizados para el tratamiento de la
AR. Tienen el potencial de reducir o prevenir el dafo articular, preservando la integridad y
funcién de las articulaciones. Reducen el gasto en recursos sanitarios y prolongan la actividad

laboral de los pacientes con AR.

Aunque el tratamiento de la AR se centré durante afos en el control de los sintomas,
los esquemas de tratamiento conservador se rechazaron debido a los altos grados de
discapacidad y progresion radioldgica que presentaban los pacientes que sufrian un retraso en
el inicio del tratamiento con FAME. Ademas, los pacientes con AR que inician el tratamiento
con FAME en las fases precoces de su enfermedad tienen una mayor probabilidad de alcanzar
una respuesta clinica significativa que los pacientes que reciben los mismos farmacos pero en
fases mas tardias de su enfermedad.®® Se recomienda que todos los pacientes sean tratados

con FAME tan pronto como se establezca el diagndstico clinico de la AR.%”%°

1.8.3.1 FAME sintéticos

Los principales FAME sintéticos utilizados en el tratamiento de la artritis reumatoide

son metotrexato, leflunomida y sulfasalazina.”

1.8.3.1.1 Metotrexato

Es el FAME de eleccidn en pacientes con AR no tratados previamente y en los que no
exista contraindicacion. Metotrexato es un antagonista del acido fdlico que actua por
inhibicién competitiva de la enzima dihidrofolato reductasa, inhibiendo asi la sintesis del ADN.
No se ha determinado si la eficacia de metotrexato se debe a un efecto antiinflamatorio o

inmunosupresor y hasta qué punto el aumento de la concentracion de la adenosina
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extracelular inducido por el metotrexato en los lugares inflamados contribuye a estos efectos.
Ha demostrado una eficaz reduccién de la progresién radioldgica de la AR.”* Para la utilizacién
6ptima del metotrexato como agente inductor de remisién en la AR de inicio se recomienda
administrar entre 7.5-15 mg/semana con una escalada rapida de la dosis, hasta alcanzar los 20
0 25 mg semanales a los 3-4 meses de iniciar el tratamiento. En caso de refractariedad, se
debe asegurar la biodisponibilidad del farmaco, administrandolo por via subcutanea y valorar
la necesidad de iniciar una terapia combinada con otros FAME tradicionales o incluir la

utilizacién de terapias bioldgicas."®

Las reacciones adversas mas relevantes son la supresion del sistema hematopoyético y
los trastornos gastrointestinales.72 Puede aparecer estomatitis, nauseas, vomitos, diarrea,
depresion reversible de la médula désea, teratogénesis, sintomas pulmonares y, rara vez,
fibrosis hepatica y cirrosis. Es necesario un control periddico del hemograma y pruebas de
funcién hepatica, asi como un método de contracepcion seguro durante el tratamiento con

metotrexato.73

1.8.3.1.2 Leflunomida

La leflunomida es una alternativa para el tratamiento de pacientes con AR que no
toleran o no responden adecuadamente a metotrexato.” Es un farmaco inmunomodulador
que actua inhibiendo de forma competitiva la dihidroorotato deshidrogenasa, enzima limitante
en la sintesis de novo de pirimidinas, mecanismo de accién que resulta en un efecto
antiproliferativo.”” El tratamiento con leflunomida se inicia normalmente con una dosis de
carga de 100 mg una vez al dia durante 3 dias. La dosis de mantenimiento recomendada es de
10 a 20 mg una vez al dia, dependiendo de la actividad de la enfermedad. Leflunomida
produce una mejoria clinica y funcional y tiene un impacto favorable en la progresidn de las

lesiones radioldgicas.”® Su efecto favorable se mantiene en evaluaciones a largo plazo.”’

En monoterapia tiene una eficacia similar a metotrexato,”® si bien la tasa de
permanencia en tratamiento con el farmaco es ligeramente menor.” La adicién de leflunomida

a metotrexato, en casos de pacientes con respuesta insuficiente a este ultimo, demuestra un
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efecto beneficioso® aunque este uso concomitante puede producir un aumento del riesgo de

aparicion de reacciones adversas graves.81

Los efectos adversos mas frecuentes son los gastrointestinales (diarrea, nduseas y
dolor abdominal) y los relacionados con el aparato respiratorio (infeccién de vias aéreas
superiores y bronquitis). Estos efectos son en general leves, no son dosis dependientes y no
obligan a la suspensién del tratamiento. Otros efectos menos frecuentes son hipertension,
cefalea, vértigo, pérdida de peso y alopecia. Se ha descrito elevacién de las transaminasas en
aproximadamente el 6% de los pacientes, siendo reversible tras la suspensién del farmaco. Se
han notificado casos de dafio hepatico grave, algunos con desenlace mortal, que en la mayoria
de los casos ocurrieron durante los 6 primeros meses de tratamiento. Se recomienda
monitorizar las enzimas hepdticas inicialmente cada 4 semanas hasta alcanzar una dosis de
tratamiento estable. Si se produce una elevacién al doble del valor maximo de referencia se
debe disminuir la dosis a 10 mg/dia. Si no se consigue una reduccion a 1,2 veces el valor
maximo de referencia se debe suspender el tratamiento y administrar colestiramina.
Asimismo, se recomienda vigilar periédicamente la aparicion de anemia y leucopenia.”
Leflunomida es un potente teratégeno, por lo que en las mujeres tratadas que deseen
guedarse embarazadas ha de ser suspendida y debe realizarse un lavado con colestiramina

antes de intentar la concepcién.”>®!

1.8.3.1.3 Sulfasalazina

Sulfasalazina ha demostrado ser eficaz y prevenir el daifo estructural en pacientes con AR,

sugiriéndose que puede ser de una eficacia similar al metotrexato.?***

Aunque su mecanismo
de accidn no estd claro, se cree que puede inhibir la funcién de los neutroéfilos, reducir los
niveles de inmunoglobulinas e interferir en la funciéon de los linfocitos T a través de la
supresién del factor de transcripcién NF-kB.® La dosis habitual es de 500 mg via oral una o dos
veces al dia, dosis que se puede aumentar de forma progresiva hasta 1500 mg dos veces al dia
en funcién de la tolerancia del paciente. En general la tolerancia a la sulfasalazina es buena,
aunque son frecuentes las alteraciones gastrointestinales que rara vez precisan la interrupcion

del tratamiento, ya que suele ser suficiente una disminucién de la dosis. Sin embargo, es

preciso monitorizar sus efectos secundarios mas importantes, como la toxicidad hematoldgica
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(leucopenia, neutropenia, agranulocitosis), y los sindromes de hipersensibilidad o toxicidad
hepatica, en especial durante los primeros meses de tratamiento, que es cuando se producen
con mayor frecuencia. Se necesita un minimo de 3 meses de tratamiento con sulfasalazina
para determinar la efectividad o el fracaso terapéutico. Cabe resaltar que, a diferencia de otros
FAME, puede ser empleado durante el embarazo, ya que aunque atraviesa la placenta, no se
han descrito efectos adversos en el feto. Si se han descrito, sin embargo, durante la lactancia

materna, por lo que ésta se debe desaconsejar.®

1.8.3.2 Terapias bioldgicas

El mejor conocimiento de la patogenia de la AR ha permitido el desarrollo de los
agentes bioldgicos como nuevas terapias. El desarrollo de estos tratamientos ha supuesto una
gran revolucién en el abordaje de la AR y ha permitido definir objetivos de remision y baja
actividad clinica para el control de la misma. Estos farmacos han demostrado que permiten el

control de la actividad inflamatoria y evitan la progresion radioldgica de la enfermedad.®

Se dispone de las siguientes terapias bioldgicas: farmacos anti TNF (infliximab,
etanercept, adalimumab, golimumab y certolizumab), antagonistas de la IL-1 (anakinra),
antagonistas de la IL-6 (tocilizumab), moduladores de células T (abatacept) y anticuerpos anti

CD20 (rituximab).

La importancia del TNF como una de las principales citoquinas implicadas en la
patogenia de la AR ha propiciado que sea una importante diana en el tratamiento de la
enfermedad.’” Los farmacos activos frente al TNF estan indicados en el tratamiento de
pacientes con enfermedad activa persistente y resistente a tratamiento convencional.®® Son
efectivos en el control de los sintomas, normalizacion de las concentraciones séricas de
reactantes de fase aguda y en la remisién del dafo radioldgico, mejorando con ello la calidad

de vida de los pacientes.?**°

Los resultados de los ensayos clinicos han puesto de manifiesto
que estos farmacos son mas eficaces en tratamiento combinado con FAME cldsicos que usados
en monoterapia.91 Ademas, el tratamiento combinado ha demostrado disminuir la formacion

de anticuerpos neutralizantes del farmaco. Estos anticuerpos se han relacionado con menores
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concentraciones de fdrmaco, con un mayor riesgo de discontinuacién del tratamiento y con un

mavyor riesgo de reacciones de hipersensibilidad.”

En la actualidad se dispone de cinco farmacos anti TNF con indicacion en AR: infliximab,

etanercept, adalimumab, golimumab y certolizumab.

1.8.3.2.1 Infliximab

Infliximab es un anticuerpo monoclonal quimérico, compuesto por la regién constante
de la IgG1 humana acoplada a regiones variables de un anticuerpo murino anti TNF-a. Es capaz
de unirse con alta afinidad tanto al receptor soluble del TNF-a como al de membrana,

inhibiendo y neutralizando de manera especifica sus efectos.”

Es producido en una linea celular de mieloma multiple a la que se transfiere ADN

clonado, que codifica el anticuerpo anti TNF que posteriormente sera purificado.*

Infliximab es capaz de originar citotoxicidad en células que expresen TNF in vitro, asi
como inducir la lisis celular via citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC) in vivo.
Su vida media en pacientes con AR es de 8-9,5 dias administrando dosis de entre 3 y 10 mg/kg.
Sus concentraciones en sangre aumentan ligeramente cuando es usado junto a metotrexato.
En AR la dosis aceptada es de 3 mg/kg IV a las 0, 2 y 6 semanas. Posteriormente, la dosis de
mantenimiento se administra cada 8 semanas, pudiendo aumentarse en un rango de 3 a 10
mg/kg, o bien reducir el tiempo entre infusiones intravenosas (cada 4-6 semanas) segun la

respuestags’%.

1.8.3.2.2 Etanercept

Etanercept es una proteina dimérica construida por fusidon del dominio extracelular del
receptor 2 del TNF humano (TNFR2/p75) unido al dominio Fc de la IgG1 humana. Se obtiene
por tecnologia del ADN recombinante a partir de un cultivo de células de ovario de hamster

chino.”
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Etanercept se une al TNF-a y a la linfotoxina-a, impidiendo la unién de estas moléculas
a sus receptores celulares y consecuentemente bloqueando la sefializacién celular.® A

diferencia de infliximab, etanercept no puede unirse al receptor de membrana del TNF.

Etanercept esta indicado, en combinacidn con metotrexato, en el tratamiento de la AR
activa moderada-grave en adultos, cuando la respuesta a FAME ha sido inadecuada. Puede
administrarse también en monoterapia cuando el tratamiento con metotrexato no sea
adecuado. La dosis habitual es de 25 mg en inyeccidén subcutdnea dos veces por semana o de
50 mg una vez a la semana.”’ Ambas pautas de administracién han demostrado ser

equivalentes.”

1.8.3.2.3 Adalimumab

Adalimumab es un anticuerpo monoclonal IgG1 totalmente humanizado. Es capaz de
unirse a los receptores p55 y p75, impidiendo con ello la unidn del TNF-a a los mismos. Se
obtiene a partir de células de ovario de hamster chino, mediante tecnologia recombinante. La
vida media del adalimumab es de 10-20 dias y la dosis habitual es de 40 mg quincenales via sc,

administrados en jeringa o en pluma precargada.’®

Adalimumab puede administrarse en
monoterapia cuando el tratamiento con metotrexato no sea adecuado pero ha demostrado

tener una mejor respuesta cuando es administrado en asociacidn con metotrexato.’™

1.8.3.2.4 Golimumab

Golimumab es un anticuerpo monoclonal humano que forma complejos de gran
afinidad con las dos formas bioactivas del TNF-a, tanto la soluble como la transmembrana,
impidiendo asi la unién del TNF-a a sus receptores. Estd indicado en combinacidon con
metotrexato en el tratamiento de la AR activa moderada-grave en adultos, cuando la
respuesta a FAME ha sido inadecuada. La dosis de golimumab es de 50 mg, administrados una

vez al mes por via subcutanea.'®>'%
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1.8.3.2.5 Certolizumab

Certolizumab es un fragmento Fab' de un anticuerpo humanizado contra el TNF-a

conjugado con polietilenglicol (certolizumab pegol). La pegilacidon prolonga la vida media del

farmaco y reduce la necesidad de dosificacidon frecuente. Estd indicado en la AR activa

moderada-grave, cuando la respuesta a FAME haya sido inadecuada.'®

Ha demostrado un perfil de eficacia mas favorable administrado en asociacién con

metotrexato por lo que siempre que el tratamiento con metotrexato sea adecuado se

administra en combinacidn, aunque también puede administrarse en monoterapia.'®

La dosis inicial recomendada es de 400 mg via sc en las semanas 0, 2 y 4. La dosis de

mantenimiento de certolizumab es de 200 mg cada 2 semanas.’®

Antagonista del TNF

Molécula

Posologia

Region constante IgG1 humana

Infliximab Administracion 3 mg/kg i.v. cada 8 semanas
Regidn variable murina
Si respuesta inadecuada valorar aumento hasta
7.5 mg/kg cada 8 semanas o
Region constante IgG1 humana 3 mg/kg cada 4 semanas
Adalimumab Regicdn variable humana Administracién 40 mg s.c. cada 2 semanas
Region constante IgG1 humana
Golimumab Regicon variable humana Administracion 50 mg s.c. cada 4 semanas

Certolizumab

Fab humanizado

I e | =

Polietilenglicol

Administracion 400 mg s.c. cada 4 semanas

Etanercept

Receptor TNFR2 humano

Region constante 10G1 humana

Administracion 50 mg s.c. cada semana

Figura 5. Farmacos anti TNF utilizados en AR.

106

Existen pocos estudios que comparen el perfil de eficacia y seguridad de los distintos

farmacos anti TNF entre si. Segln los datos de una revisién consultada, los cinco anti TNF

disponibles en la actualidad son comparables en cuanto a eficacia, mientras que etanercept

podria ser la alternativa mas segura.’”’
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Seguridad de los farmacos anti-TNF:

En lineas generales se considera que los farmacos anti TNF presentan un perfil
favorable de seguridad, siendo los efectos secundarios mds relevantes las infecciones.
Generalmente se trata de infecciones respiratorias, cutaneas, de partes blandas y del tracto
urinario.'® E| riesgo de reactivacién de la tuberculosis tiene especial importancia.'” Se

10 Otras

recomienda realizar de forma rutinaria un cribado de enfermedad tuberculosa latente.
enfermedades oportunistas también han sido referidas en pacientes tratados con farmacos

anti TNF, especialmente infecciones causadas por gérmenes intracelulares.™™!

El riesgo de tumores con el uso de antagonistas del TNF ha sido ampliamente
estudiado, sin que se haya detectado un aumento del riesgo en los pacientes en

tratamiento.****3

No deben utilizarse en pacientes con insuficiencia cardiaca congestiva grado II-IV de la
New York Heart Association (NYHA), debido a un incremento del riesgo de empeoramiento y
mortalidad. Tampoco deben utilizarse en pacientes con antecedentes personales o familiares
de enfermedad desmielinizante, debido al riesgo de desarrollar neuritis dptica, esclerosis
multiple o mielitis transversa. Se han comunicado casos aislados de pancitopenia y anemia

aplasica, aunque no esta clara la relacién causa-efecto.**

Se desaconseja su uso en pacientes con infecciones causadas por VIH. En pacientes
infectados por el virus de la hepatitis B o C su uso es todavia controvertido. Se han descrito
varios casos de reactivacion de estos virus en pacientes tratados con antagonistas del TNF,

15116 Fpy caso de ser necesario el tratamiento con anti TNF se

especialmente del tipo B.
recomienda la profilaxis con antivirales y una monitorizacion estrecha de las transaminasas.'"’
El incremento en la infeccién por el virus herpes zéster en los pacientes tratados con
antagonistas del TNF estd siendo objeto de discusién,™™® al igual que lo que respecta a la

vacunacion sistematica.
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Los farmacos anti TNF pueden, ademas, incrementar la aparicién de anticuerpos

antinucleares, anticuerpos anti ADN nativo y anticuerpos antifosfolipido.™*®

Los efectos secundarios mas frecuentes son las reacciones a la administracién del
farmaco, que suelen ser muy leves y autolimitadas cuando la via de administracidon es
subcuténea. La infusion intravenosa puede originar acontecimientos de mayor gravedad, que
pueden disminuirse considerablemente premedicando al paciente con corticoides vy
antihistaminicos y/o reduciendo al maximo la velocidad de la perfusién. Generalmente los
efectos adversos infusionales consisten en sintomas inespecificos como fiebre, escalofrios,
hipotensidn, prurito, lesiones urticantes, cefalea, rinitis, sinusitis o sintomatologia

cardiorrespiratoria.”***%°

1.8.3.2.6 Anakinra

Anakinra es un antagonista del receptor de la IL-1, producido en células de Escherichia
coli por tecnologia del ADN recombinante. Esta indicado en adultos para el tratamiento de los
signos y sintomas de la AR en combinacidon con metotrexato, en aquellos pacientes que no
hayan respondido bien a la administracion de metotrexato en monoterapia. La dosis
recomendada de anakinra es de 100 mg administrados una vez al dia en inyeccion

subcutanea.'”

Anakinra también ha demostrado eficacia y seguridad cuando es administrado en

monoterapia.'?

Los efectos secundarios que se presentan con mas frecuencia tras su administracion
son las reacciones en el lugar de la inyeccidn, infecciones y disminucién del recuento de

neutréfilos.

Se ha demostrado que su uso concomitante con farmacos anti TNF no aporta
beneficios en cuanto a eficacia. Sin embargo, aumenta la aparicion de reacciones adversas,

especialmente de infecciones.'”*
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1.8.3.2.7 Tocilizumab

Tocilizumab es un anticuerpo monoclonal IgG1 humanizado que bloquea el receptor de
la IL-6. Estd producido en células de ovario de hamster chino mediante tecnologia de ADN
recombinante. Tocilizumab estd indicado en casos de AR activa grave en adultos que no hayan
sido tratados previamente con metotrexato o en pacientes que no hayan presentado una
respuesta adecuada al tratamiento previo con FAME sintéticos o farmacos anti TNF. La
posologia recomendada es de 8 mg/kg, administrados cada cuatro semanas por via IV. En
individuos cuyo peso corporal sea superior a 100 kg, no se recomiendan dosis que excedan de

800 mg."**

Tras su administracion se observa un descenso en los niveles de VEGF (factor de
crecimiento del endotelio vascular), efecto que también se observa tras el tratamiento con anti

TNF. El VEGF es un mediador importante en la angiogénesis inducido por el TNF y la IL-6.*%

Tocilizumab en monoterapia ha demostrado una eficacia similar a la obtenida en el
tratamiento combinado con FAME en pacientes previamente refractarios a FAME y en

pacientes con respuesta inadecuada a antagonistas del TNF.***

Las reacciones adversas ocurridas con mas frecuencia tras la administracion de
tocilizumab son infecciones en el tracto respiratorio superior, cefalea, hipertensién y elevacién

de las transaminasas.™**

1.8.3.2.8 Abatacept

Abatacept es una proteina de fusion obtenida mediante tecnologia de ADN
recombinante. Estad formada por el dominio extracelular del antigeno 4 (CTLA-4) asociado al
linfocito T citotdxico humano, unido a un fragmento modificado Fc de la inmunoglobulina

humana IgG1.

Abatacept estd indicado en combinacidon con metotrexato en el tratamiento de la AR

activa moderada-grave en pacientes adultos que hayan presentado una respuesta inadecuada
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a un tratamiento previo con uno o mas FAME, incluyendo metotrexato, o un farmaco anti

TNF.22

Abatacept modula de forma selectiva una seial coestimuladora clave necesaria para la
activacion de los linfocitos T que expresan CD28. La activacién completa de los linfocitos T
requiere dos sefales proporcionadas por las células presentadoras de antigeno. La primera es
el reconocimiento de un antigeno especifico por un receptor del linfocito T. La segunda es una
segunda sefial coestimuladora. Una via de coestimulacién mayor implica la uniéon de moléculas
CD80 y CD86 sobre la superficie del antigeno presentador de células al receptor de CD28 en los
linfocitos T. Abatacept inhibe selectivamente esta via de coestimulacidn mediante su unién
especifica a CD80 y CD86. Abatacept disminuye la produccién por parte de los linfocitos T de

TNF-a especifico de antigeno, interferén-Y e IL-2.121%°

Se administra cada cuatro semanas por via intravenosa una dosis entre 500 y 1.000 mg
en funcién del peso del paciente. Se ha aprobado también la administracion subcutanea del
farmaco, en la que se proporciona una dosis fija de 125 mg semanales que puede ir precedida

de una dosis Unica intravenosa de 10 mg/kg."®

La eficacia y seguridad de abatacept han sido evaluadas en diferentes ensayos clinicos,
obteniendo mayores indices de respuesta en comparacion con placebo en pacientes con AR

131,132

activa que habian fracasado previamente a otros FAME o bioldgicos. El estudio AIM puso

de manifiesto la disminucidn de la progresion radioldgica a los tres afios.'*

Las reacciones adversas ocurridas con mayor frecuencia tras la administracion de

abatacept son cefaleas, nduseas e infecciones de las vias respiratorias superiores.’*®

1.8.3.2.9 Rituximab

La célula B tiene un papel importante en la patogenia de la AR, como demuestra la
presencia en suero de FR o la presencia de agregados linfoides en la sinovial reumatoide.*® Los
linfocitos B, en su proceso de maduracién, incluyen la expresion de CD20, un antigeno

especifico de la linea celular B. Rituximab es un anticuerpo monoclonal quimérico murino anti
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CD20, inicialmente disefiado para el tratamiento del linfoma de células B, que produce, a

través de diferentes mecanismos dependientes de anticuerpos, la deplecién de células B.**

Rituximab esta indicado, en combinacidon con metotrexato, en la AR activa grave en
pacientes que hayan presentado una respuesta inadecuada o intolerancia a otros FAME,

incluyendo uno o mas tratamientos con farmacos anti TNF."*®

Se administra en ciclos siendo la dosis recomendada de 1000 mg en perfusion
intravenosa, seguida dos semanas mas tarde de una segunda perfusion intravenosa de 1000
mg. La necesidad de mds ciclos debe evaluarse a las 24 semanas del ciclo anterior. Se debe
repetir el tratamiento si queda actividad residual de la enfermedad. Si no, se debe retrasar el

siguiente ciclo hasta la reactivacion de la misma."*

Rituximab, en combinacién con metotrexato, ha demostrado en diversos estudios
reducir la tasa de progresion radioldgica y mejorar la funcidn fisica y los parametros clinicos de

actividad de la enfermedad.****’

Las reacciones adversas mas frecuentes tras la administracién de rituximab son las
reacciones relacionadas con la perfusidn, que pueden estar mediadas por la liberacidon de
citoquinas y/o otros mediadores quimicos, asi como la aparicidn de infecciones. Antes de cada
perfusion de rituximab se debe administrar premedicacién consistente en un
analgésico/antipirético, un antihistaminico y glucocorticoides, para reducir la frecuencia y

gravedad de estas reacciones.'*

1.8.3.2.10 Nuevas estrategias

Las quinasas son enzimas importantes en la sefalizacién celular. La familia de las
“Janus quinasas” (JAK1, JAK2, JAK3 y TYK2) tiene un rol importante en la sefializacion
intracelular de ciertas citoquinas implicadas en la regulacidon inmunitaria. Tofacitinib es el
primer farmaco inhibidor de quinasas para el tratamiento de la AR. Su uso ha sido
recientemente aprobado por la Food and Drug Administration y actualmente se encuentra en

evaluacion en Europa. Ha demostrado eficacia en monoterapia, en combinacién con
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metotrexato y en pacientes con respuesta inadecuada a antagonistas del TNF. También ha

demostrado un enlentecimiento en la progresién del dafio estructural.*®

Estan siendo estudiados otros mediadores implicados en la patogenia de la AR, como
IL-17, 1L-12, IL-23, IL-32 y GM-CSF (factor estimulante de colonias de granulocitos vy
macroéfagos). El estudio del bloqueo de IL-17 con secukinumab estd en desarrollo, por lo que
habrd que esperar los resultados de los ensayos fase lll. La via IL-12/23 también se estd
estudiando en AR con ustekinumab, que ha demostrado eficacia en psoriasis. Mavrilimumab es
un farmaco dirigido frente al receptor del GM-CSF, que también estd actualmente en

desarrollo.*®

Aunque parece que las pequefias moléculas supondran tratamientos de sintesis facil y
administracién oral, por el momento son necesarios mayores datos de eficacia y seguridad.
Con respecto a los inhibidores de quinasas, con mayor desarrollo en procesos oncoldgicos, la
seguridad a largo plazo de estos farmacos en procesos crénicos como la AR necesita todavia

una mayor evaluacién.'%

1.9 Farmacogenética

El término “farmacogenética” fue usado por primera vez en 1959 por Fredrich Vogel*
para designar el estudio del papel que juega la variacidon genética individual en la respuesta a

los medicamentos.

La farmacogenética es, por tanto, el estudio de la respuesta farmacolédgica del
individuo segln su genotipo, o dicho de otra manera, el estudio del papel de la herencia en la
variacion individual de la respuesta farmacoldgica, tanto en términos de eficacia como de

d.**® Aunque generalmente es un término utilizado para referirse al estudio de los

segurida
genes relacionados con el metabolismo de los farmacos, en la actualidad se extiende también
a todos los factores involucrados en su farmacocinética y farmacodinamia (receptores,

transportadores, enzimas, canales idnicos, etc.).**
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La secuenciacién del genoma humano ha puesto de manifiesto que el genoma de dos
personas distintas difiere en sélo un 0,1%, es decir, el 99,9% de las bases que constituyen el
ADN humano es igual para todos los individuos.*** De la comparacién de este 0,1% distinto
entre individuos se podra conocer la predisposicién genética a determinadas enfermedades,
asi como identificar mutaciones que puedan explicar las diferencias entre las respuestas

individuales ante la enfermedad y los tratamientos con medicamentos.***

Un polimorfismo genético se define como la coexistencia de 2 o mas alelos en un
mismo locus, con una frecuencia mayor o igual al 1% entre la poblacién. El tipo mds comun de
variacion genética, representando aproximadamente el 90% del total del genoma humano, es
el denominado polimorfismo de nucleétido simple (SNP), en el cual una determinada
secuencia de ADN difiere en una Unica base entre los individuos. Los SNP se asocian a
determinadas enfermedades, siendo también responsables de los distintos grados de

. . 143 .
respuesta a un mismo medicamento.”” Actualmente, se estima que hay alrededor de 10

millones de SNP en el genoma humano.**

Con frecuencia son varios los polimorfismos que se analizan simultdneamente en un
gen o regidn candidata de un gen. Muchos SNP, por estar muy cerca fisicamente, se heredan

15 cada cromosoma transmitido a

juntos en pequefios bloques de desequilibrio de ligamiento.
la descendencia esta formado por una composicidn de fragmentos largos que son una copia
exacta de los del progenitor, pero combinando partes de los cromosomas paterno y materno.
La probabilidad de que entre 2 loci cercanos se dé una recombinacién genética es baja y, por
ello se observa este desequilibrio. El desequilibrio de ligamiento es el fendmeno en el que la
presencia de un alelo en un cromosoma indica una probabilidad elevada de que en algun

196 por ello, es interesante

punto cercano del mismo cromosoma exista un alelo concreto.
identificar el conjunto de alelos que se transmiten juntos en cada cromosoma. Un patrén
especifico de alelos en varios SNP relacionados, dispuestos con proximidad entre si en un

cromosoma, representa una serie de SNP en fase y se denomina “haplotipo”.

El principal objetivo de la farmacogenética es optimizar el tratamiento de las

enfermedades a través de una terapia personalizada mds segura y eficiente mediante la
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identificacion de los SNP y/o haplotipos relacionados con la respuesta a un determinado
farmaco, con el fin de identificar aquellos pacientes que podrian responder mal a un
determinado farmaco antes de su uso y seleccionando el tratamiento mds adecuado para cada

paciente.*”’

1.9.1 Farmacogenética de los farmacos biologicos en AR

La introduccidn de los nuevos farmacos biolégicos ha conducido a una alta eficacia en
el tratamiento de la AR. Estas terapias han supuesto un importante beneficio para los
pacientes que no respondian adecuadamente al tratamiento con FAME. Sin embargo, un
porcentaje significativo de estos pacientes (40-60%) no responde o presenta una baja

101198 g cree que el principal factor implicado en esta variabilidad

respuesta al tratamiento.
interindividual en la respuesta al tratamiento es la susceptibilidad genética. La identificacidn
temprana de aquellos pacientes que puedan responder positivamente a estos farmacos podria
servir de gran ayuda para establecer un tratamiento efectivo con estas moléculas, ademds de

minimizar el coste y los efectos secundarios de su uso.

Existe un gran nimero de genes localizados en la regién HLA que influyen en el
funcionamiento y regulacion del sistema inmune, por lo que podrian influir en la respuesta al

tratamiento.'*

Se han publicado diversos estudios que ponen de manifiesto esta relacion,
como el publicado por Martinez A. et al en el que se evalud la relacion de determinados
polimorfismos presentes en el HLA con la respuesta al tratamiento con infliximab en una
poblacién de 78 pacientes. Los sujetos fueron genotipados para los alelos HLA-DRB1, HLA-
DQA1 y HLA-DQBI1, para un polimorfismo repetitivo de trinucleétidos dentro del gen MICA, asi
como para microsatélites del gen del TNF desde el a hasta el e, y para microsatélites presentes
en otras regiones del complejo HLA, como el D65S273, BAT2 (HLA clase lll) y el D652223 (HLA
clase ). Al analizar todos los haplotipos, concluyeron que el par D65273_4 y BAT2_2 es el mas
significativo en sujetos que responden al tratamiento. De la misma manera, la frecuencia del
haplotipo TNFall, b4, un marcador que normalmente se encuentra en D65273 4 y BAT2 2,

también se vio aumentada, mientras que la del alelo D65273_3 se vio disminuida en sujetos

que respondieron altratamiento.**°
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Se han descrito también diversos haplotipos en la regién HLA-DRB1 asociados a una
mejor respuesta al tratamiento con etanercept en sujetos caucasicos afectados de AR.
Ademas, los pacientes que presentan dos copias de alelos HLA-DRB1 del epitopo compartido
obtienen una mejor respuesta a etanercept al compararlos con los sujetos portadores de una o

ninguna copia de ese alelo.™"

Como se vio anteriormente, el TNF estd involucrado en la regulaciéon del sistema
inmune y en la programacién de la muerte celular. Se sabe que en sujetos con AR las
concentraciones de TNF estan cronicamente elevadas en sangre y mas especificamente en las
articulaciones. Ademas, se conoce que un 60% de la variacién en la produccién de TNF estd
determinada genéticamente, lo que indica una influencia genética sobre la produccion de
citoquinas.™ Estas caracteristicas, junto con el hecho de su localizacién en el cromosoma 6 en
la regién MHC clase lll, entre los genes HLA-B y HLA-DR17, permiten especular con la existencia
de polimorfismos funcionales en este gen. Hasta la fecha, se ha descrito la presencia de varios
SNP dentro del gen TNF, mayoritariamente en la regidn promotora, que podrian estar

relacionados con la enfermedad.

El mds descrito en la bibliografia es el polimorfismo G308A (rs1800629). En un
metaanalisis realizado con 2.584 pacientes, se estudid la asociaciéon entre este SNP y la

presencia de AR. Al estratificar los pacientes en funcidn de su etnia, los resultados mostraron

153

asociaciéon entre el alelo A y la presencia de AR en el grupo latinoamericano.™ Se sabe que

152

este alelo puede facilitar la desregulacion de la red de citoquinas y originar la AR.”° Ademas,

se ha asociado también con otras enfermedades de caracter inmune, como la enfermedad

cardiaca de origen reumatico o la tiroiditis de Hashimoto."****

Se han desarrollado diversos estudios farmacogenéticos sobre la influencia de este

polimorfismo en la respuesta a infliximab y a otros anti TNF en AR. Varios de estos estudios

156,157,158 ¢;
S

concluyen que los sujetos portadores del alelo G responden mejor al tratamiento. in

embargo, otros resultados no establecen asociacién entre este SNP y la respuesta al

tratamiento con anti TNF.*®

Otro polimorfismo presente también en la secuencia promotora
del TNF es el G238A (rs361525), que se ha relacionado con la respuesta al tratamiento con

infliximab en AR. Un metaanalisis publicado en 2010, asocié el alelo A con una peor respuesta
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al tratamiento con infliximab.*®°

En los resultados publicados por Maxweel el al. el genotipo GA
se asocid con una peor respuesta a infliximab, pero no a etanercept.'® También en la regién
promotora del TNF se ha estudiado el SNP C857T (rs1799724). El alelo T se asocia tanto con un

mayor riesgo de padecer AR como con una mayor tasa de respuesta al tratamiento con anti

162,163,164
TNF.

Como ya se ha comentado, junto con el TNF, la IL-1 es otra importante citoquina
involucrada en la patogénesis de la AR. En el estudio realizado por Tolusso et al."® se observa
una fuerte asociacidn entre el alelo con insercidon ILLRN*3 (gen del antagonista del receptor de
la IL-1) y la AR, sobre todo en aquellos pacientes con enfermedad agresiva resistente a
tratamiento con MTX. En la misma linea, otros autores han encontrado asociacién entre
determinados polimorfismos en el gen de la IL-1 y el desarrollo de la enfermedad.’*®**’ Por el

162
l.

contrario, en el estudio realizado por Johnsen et a no se observd que los polimorfismos en

la IL-1A o IL-1B contribuyeran a una mayor susceptibilidad genética a padecer AR.

En cuanto a la relacién de los polimorfismos presentes en la IL-1 y la respuesta al
tratamiento, la investigacién desarrollada por Schotte H. et al demostré que determinados
polimorfismos microsatélites en la region promotora de la IL-10 estaban asociados a una

168

mejor respuesta al tratamiento a largo plazo con etanercept.”™ Los resultados publicados por

Tolusso B. et al pusieron de manifiesto que los portadores del alelo IL-1IRN*2 respondian mejor

a la terapia con infliximab.*®®

Otro de los receptores que parece estar implicado en la susceptibilidad de padecer AR
es el FcGR3A. El FcGR3A es un receptor expresado por las células Natural Killer (NK),
neutrdéfilos y macréfagos, que puede unirse a la porcidn Fc de los anticuerpos, colaborado en la
degradacion de aquellas células que expresan antigenos. Uno de los polimorfismos mas
estudiados en este gen es la sustitucion de T por G en el nucledtido 559 del FcGR3A, que
resulta en el cambio de fenilalanina (F) por valina (V) en el codén 158. El alelo G codifica la

169

isoforma Valina (V) mientras que el alelo T codifica la isoforma Fenilalanina (F). Varios

autores han estudiado la relacidén entre este SNP y la respuesta al tratamiento con anti TNF en
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pacientes con AR, encontrando mejores tasas de respuesta al tratamiento con infliximab en los

sujetos portadores de alelo F.}%%"

Investigaciones realizadas en los Ultimos afios han puesto de manifiesto la implicacion
de la superfamilia de los receptores del TNF (TNFRSF) en la induccidon de la apoptosis. Diversos
polimorfismos en los genes que codifican para estos receptores han sido relacionados con la
susceptibilidad a padecer enfermedades autoinmunes. En un estudio realizado por Goév et
al."”? se observé asociacion entre el alelo 196R en el gen TNFR2 con el diagnéstico de AR. Este

mismo alelo se asocié en otro estudio con la susceptibilidad de padecer lupus en una

poblacién japonesa.'”?

En los ultimos afios se han publicado datos sobre la influencia de los receptores TNFRSF
en la respuesta al tratamiento con farmacos biolégicos en enfermedades autoinmunes. Ser
portador del genotipo TG en el SNP rs1061622 (T676G) del TNFR2 se ha asociado a una peor
respuesta al tratamiento con anti TNF, independientemente del farmaco considerado en el
analisis."’* En pacientes con ACPA positivos, ser portador de alelo G en el ese mismo SNP se ha
asociado también con una peor respuesta al tratamiento con anti TNF."’”> En cuanto a TNFR1,
en el estudio llevado a cabo por Sode J. et al se asocid el genotipo GT en el SNP rs4149570 con
una mejor respuesta al tratamiento con etanercept en pacientes con FR positivo.176 El
polimorfismo rs767455 (G36A) presente en el gen TNFR1A muestra una asociacién distinta con
la respuesta en funcion de la enfermedad considerada en el andlisis. Por un lado, los pacientes
con AR portadores del genotipo AA muestran una peor respuesta al tratamiento con anti TNF,
mientras que los pacientes con artritis psoridsica portadores de este mismo genotipo

Y7 Ademas, se ha encontrado evidencia de

presentan mejor respuesta a los mismos farmacos.
que el genotipo CC en el polimorfismo rs20575 (C626G) del gen TRAILR1 esta asociado a una
mejor respuesta al tratamiento con anti TNF en sujetos con AR y artritis psoridsica,”’” mientras

que el alelo G se asocia con peor respuesta.'’®

Recientemente se han publicado los primeros datos sobre la influencia de
determinados polimorfismos presentes en los genes del receptor de muerte celular FAS y de su

ligando FASL en el riesgo de padecer AR. En un estudio publicado en 2013, se encontré que el
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alelo T en el polimorfismo T844C (rs763110) del gen FASL era mas frecuente en el grupo de
pacientes con AR que en el grupo control,"”® dato que coincide con los resultados publicados
en un metaanalisis posterior.’® Respecto al polimorfismo A670G (rs1800682) en el gen FAS,
la distribucién del genotipo GG fue mayor comparada con los genotipos AA o GA en el grupo
de pacientes que recibian tratamiento para la AR, sugiriéndose que podria estar relacionado

con la progresiéon de la enfermedad.'”

Por el momento no hay estudios publicados que
evalten la influencia de los polimorfismos presentes en estos genes en la respuesta al

tratamiento con farmacos bioldgicos en AR.

La busqueda de marcadores farmacogenéticos validos ha sido propiciada por la escasa
respuesta a los farmacos en muchos pacientes, por los efectos adversos de la terapia y por el
elevado coste de los farmacos bioldgicos. Sin embargo, aunque hasta la fecha se han descrito
numerosos polimorfismos en diferentes genes que podrian influir en la respuesta al
tratamiento farmacolégico, su funcion es de momento controvertida y todavia no existe
ningun marcador genético que tenga una validez contrastada para su empleo en pacientes con

AR.
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2 JUSTIFICACION, HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 Justificacion

Los avances en biologia celular y molecular de las ultimas décadas han permitido
avanzar en el conocimiento de la patogenia de la AR y han supuesto un marcado cambio en

manejo de la misma.

La AR es una enfermedad poligénica y gracias a los nuevos conocimientos sobre las
bases moleculares de la enfermedad es posible teorizar con la implicacion de los
polimorfismos presentes en determinados genes en la susceptibilidad a padecer la
enfermedad o a presentar sus formas mads graves. Ademas, estos polimorfismos podrian
también influir en la respuesta presentada ante determinados farmacos. La heterogeneidad en
la respuesta a los farmacos es el resultado tanto de factores individuales de los pacientes

d.”®! En este sentido, se

(genéticos y ambientales), como de factores propios de la enfermeda
admite que los factores genéticos son responsables del 15-30% de las diferencias

interindividuales en la respuesta a los medicamentos.™®

Independientemente de su eficacia, el desarrollo de terapias dirigidas especificamente
hacia las moléculas implicadas en la patogenia de la enfermedad ha supuesto un cambio en
todos los ambitos relacionados con la investigacién y el tratamiento de la AR. Sin embargo, y a
pesar de este avance, las terapias de que disponemos actualmente tienen una eficacia parcial y
un elevado coste y no estan exentas de efectos adversos, por lo que la identificacion de nuevas
dianas o un mejor aprovechamiento terapéutico de los farmacos comercializados siguen

siendo necesarios.

Por ello, es fundamental establecer la relacidon entre la presencia de variantes alélicas
de los polimorfismos en estos genes y la efectividad de estas terapias; analizando el posible
papel de estas variantes como marcadores farmacogenéticos, de tal manera que pueda servir
para predecir la respuesta individual a los farmacos y para conseguir un tratamiento mas
efectivo a través de la prescripcidon individualizada, mejorando con ello la eficiencia del sistema

sanitario.
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2.2 Hipétesis

La hipdtesis de partida del presente trabajo es que los polimorfismos presentes en
genes que codifican para receptores de la superfamilia del TNF y sus ligandos (TRAILR1 y
TRAIL), asi como los polimorfismos presentes en genes que codifican para otros receptores de
muerte celular implicados en la activacién de la apoptosis junto con sus respectivos ligandos
(FAS y FASL) podrian estar relacionados tanto con la susceptibilidad a padecer AR como en las
variaciones interindividuales en la respuesta al tratamiento con infliximab y ser, por tanto,
potenciales marcadores farmacogenéticos que podrian predecir la respuesta al farmaco,

consiguiendo con ello un tratamiento mas individualizado.

2.3 Objetivos

1.Valorar, mediante un estudio de susceptibilidad genética, la influencia de
polimorfismos presentes en los genes que codifican para TRAILR1, TRAIL, FAS y FASL en

el riesgo de padecer AR.

2.Estudiar, a través de un estudio de farmacogenético, la influencia de
polimorfismos presentes en los genes que codifican para TRAILR1, TRAIL, FAS y FASL en
la respuesta al tratamiento con infliximab a los tres, seis y doce meses desde el inicio

del tratamiento.

3.Evaluar en un estudio de haplotipos si la combinacién de los polimorfismos
estudiados tiene relacion con la susceptibilidad a AR o con la respuesta al tratamiento

con infliximab a los tres, seis y doce meses desde el inicio del tratamiento.

En este trabajo se estudiaran los siguientes SNP: en TRAILR1: rs20576 vy
rs2230229, en TRAIL: rs12488654, en FAS: rs1800682 y en FASL: rs763110.
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3 MATERIAL Y METODOS

3.1 Poblacion a estudio

Los pacientes incluidos en el estudio proceden del Servicio de Reumatologia del
Hospital Universitario Santa Maria del Rosell de Cartagena (HUSMR). El periodo de estudio

estuvo comprendido entre febrero de 2007 y febrero de 2010.

En el estudio de susceptibilidad genética fueron incluidos 90 pacientes diagnosticados
de AR, con independencia del tratamiento recibido, que se compararon con un grupo de 151

controles sanos (tabla 2).

En el estudio farmacogenético de respuesta al tratamiento fueron incluidos 43

pacientes diagnosticados de AR y en tratamiento con infliximab (tabla 3).

POBLACION ESTUDIO SUSCEPTIBILIDAD N (%) Edad media + DS

Hombres 13 (14.44%)
CASOS 53.15+15.14
Mujeres 77 (85.55%)

Hombres 35 (23.17%)
Mujeres 116 (76.82%)

CONTROLES

55.51 £ 8.58

Tabla 2: Distribucion de poblacidn segun sexo y edad para el estudio de susceptibilidad.

POBLACION ESTUDIO FARMACOGENETICO | N(%) | Edad media DS
I R 1.2
E—TTE—

Tabla 3: Distribucidn de pacientes segun sexo y edad para el estudio farmacogenético.

3.2 Criterios de inclusidon y exclusion en el estudio

La participacion en el estudio fue voluntaria y los pacientes firmaron un

consentimiento informado de acuerdo con la Ley de Investigacion Biomédica de 4 de julio de
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2007, aprobado previamente por el comité de ética del HUSMR. En dicho consentimiento el

paciente era informado del objetivo del trabajo y aceptaba participar libremente en el mismo.

Criterios de inclusion: pacientes diagnosticados de AR procedentes del Servicio de

Reumatologia del HUSMR con participacién voluntaria en el estudio.

Criterios de exclusidn: pacientes diagnosticados de AR y tratados con infliximab
durante un periodo inferior a tres meses, menores de 18 afios y pacientes que denegaran su

autorizacién para participar en el estudio.

3.3 Estudio de susceptibilidad genética

Para realizar el estudio de susceptibilidad se compard la distribucién de genotipos en
los pacientes con la de un grupo control de donantes de sangre de edad y sexo conocidos

pertenecientes a la misma area geografica (Area de Salud Il de la Regién de Murcia).

3.4 Indices utilizados para evaluar la actividad de la enfermedad

La evaluacion de la actividad de la enfermedad se realizd mediante el calculo del indice
DAS-28 de tres variables.” El célculo se realizé utilizando calculadoras online de la Sociedad

Espafiola de Reumatologia: http://www.ser.es/practicaClinica/Metrologia/Portada.htm

3.5 Evaluacion de la respuesta al tratamiento con infliximab

Se evalué la distribucién de los genotipos presentes en TRAILR1 (rs20576, rs2230229),
TRAIL (rs12488654), FAS (rs1800682) y FAS-L (rs763110) en relacién con la respuesta

terapéutica a los 3, 6 y 12 meses del inicio del tratamiento con infliximab.

La valoracion de la respuesta se hizo siguiendo los criterios internacionales

desarrollados por la EULAR.'®®
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Los criterios de respuesta EULAR estan basados en el cdlculo de un indice que tiene en
cuenta tanto el grado de mejoria como la situacidn actual del paciente. Este indice compuesto
tiene la ventaja de ser reproducible en la practica clinica habitual y se obtiene de medir la
diferencia entre el valor del DAS-28 al inicio y al final del tratamiento, y el valor absoluto de la
puntuacion final del DAS-28. Segun los criterios EULAR la respuesta al tratamiento puede ser

clasificada como buena, moderada o ausente (tabla 4).28%%

Actividad segun DAS 28 Mejoria en el DAS 28 respecto al valor basal
(VSG) <1,2 >0,6

Actividad leve <3,2

Actividad moderada >3,2
<5,1

184

Tabla 4. Criterios EULAR de actividad y mejoria de la AR segiin DAS28 (VSG)

3.6 Estudios genéticos

3.6.1 Muestras

Como muestra de partida se utilizd capa leucoplaquetar que se obtuvo por
centrifugaciéon a 2500 rpm del tubo de hemograma anticoagulado con EDTA tripotasico de

tapon morado durante 5 minutos empleando la centrifuga Sorvall S6.

3.6.2 Extraccion de ADN y cuantificacion

La extraccidon de ADN de las muestras de la capa leucoplaquetar se realizé utilizando

dos métodos:
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1. Método del Salting-out: utilizando el sistema de extraccién automatica del
DNA Maxwell 16 y el kit de extraccion del DNA para muestras de sangre (cat: AS1010)
(Promega, Madison, USA).

2. Método de purificacidon en columna Qiagen: empleando el Kit Quiamp DNA
mini kit (Qiagen, Hilden, Alemania) y el equipo automatizado Quiacube (Qiagen,

Hilden, Alemania).

Ambos protocolos se realizaron de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

La cuantificacion de ADN fue llevada a cabo mediante metodologia de absorbancia UV

utilizando el espectrofotdmetro Biophotometer de Eppendorf (Hamburgo, Alemania).

3.6.3 Genotipado

La deteccién de los polimorfismos se llevd a cabo en placa de 96 pocillos por PCR
competitiva especifica de alelo basada en la tecnologia FRET utilizando sondas KASPar® y el
equipo de PCR a tiempo real 7500F de AppliedByosistems (Foster City, CA, EE.UU), siguiendo

las instrucciones del fabricante (KBioscience, Hoddesdon, UK).

En la PCR a tiempo real, los procesos de amplificacion y deteccion se producen de
manera simultanea. Mediante la deteccion de fluorescencia se puede medir también la
cantidad de ADN sintetizado conforme avanza la amplificacion, ya que la emisién de
fluorescencia producida en la reaccion es proporcional a la cantidad de ADN formado. Esto
permite conocer en todo momento la cinética de la reaccién de amplificacién, aunque en este
estudio se utilizé esta técnica para identificar las fluorescencias registrada a tiempo final,
aprovechando el sistema de filtros y detectores de fluorescencia del termociclador a tiempo

real.

La mezcla de PCR preparada en un volumen total de 8ul constaba de los siguientes
reactivos: 4ul de DNA (concentracion media 60ng/ul), 4ul de mezcla maestra 2X Kaspar Master

Mix, 0.11ul de las sondas fluorescentes alelo especificas y 0.064ul de MgCI2 (50mM).
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Las etapas de la PCR se realizaron bajo las siguientes condiciones de tiempo vy

temperatura:

1. Desnaturalizacion: 94°C durante 15 minutos.

2. Hibridacién: 35 ciclos a 57° C durante 25 segundos.

3. Amplificacion: 72°C durante 40 segundos.

Los detalles del método utilizado se pueden encontrar en

http://www.kbioscience.co.uk.

3.7 Analisis estadistico

El analisis estadistico fue realizado utilizando el programa Epidat versién 3.1. [Xunta de
Galicia, A Coruiia, Espafia; Pan American Health Organization (Who), Washington DC, USA;
2005] y el andlisis de haplotipos mediante el software SHEsis para analisis genético disponible

en la pagina web http://analysis.bio-x.cn/myAnalysis.php

Se empled el test de x2 de Pearson para el analisis de la distribucién de genotipos en
casos y controles en el estudio de susceptibilidad y para la asociacidon de genotipos con el

grado de respuesta al tratamiento en el estudio farmacogenético.

La confirmacidn de que los genotipos cumplian con el equilibrio de Hardy-Weinberg se

calculd aplicando la calculadora online disponible en www.tufts.edu

La comparacion de medias para variables continuas se realizo con el test t de student.

En todos los analisis se consideré p<0,05 como estadisticamente significativo.
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4 RESULTADOS

4.1 Estudio de susceptibilidad genética

El analisis de susceptibilidad para los polimorfismos incluidos en el estudio se realizd
comparando la poblacién de pacientes diagnosticados de AR (casos) frente a una poblacion

exenta de enfermedad (controles).

Previamente, se compararon ambas poblaciones en términos de sexo y edad, no

observandose diferencias estadisticamente significativas entre ambas.

Se confirmd que la frecuencia de los genotipos para los polimorfismos estudiados en el
grupo de controles cumplia el equilibrio de Hardy-Weinberg.

Los analisis realizados en el estudio de susceptibilidad genética se llevaron a cabo con
una muestra de 90 casos y 151 controles.
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4.1.1 Influencia del SNP rs20576 en TRAILR1 en la susceptibilidad de padecer
AR.

Tanto en el estudio por genotipos como en el estudio por alelos, al evaluar la influencia

del polimorfismo rs20576 en TRAILR1 en la susceptibilidad de padecer AR, no se encontraron

diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de casos y controles (tablas 5y 6).

47(58) 27(33.3)
81(55.5) 59(40.4) 6(4.1)

Tabla 5: Resultados del estudio de susceptibilidad por genotipos (rs20576)

121(74.7) 41(25.3) 0.81
221 (75.7) 71(24.3) '

Tabla 6: Resultados del estudio de susceptibilidad por alelos (rs20576)
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4.1.2 Influencia del SNP rs2230229 en TRAILR1 en la susceptibilidad de
padecer AR.

No se encontraron diferencias significativas entre el grupo de casos y el de controles en

cuanto a la distribucién de genotipos y alelos al evaluar la influencia del polimorfismo

rs2230229 en TRAILR1 en la susceptibilidad de padecer AR (tablas 7 y 8).

48(69.6) 17(24.6) 4(5.8)
111(76.6) 30(20.7) 4(2.8)

Tabla 7: Resultados del estudio de susceptibilidad por genotipos (rs2230229)

113 (81.9) 25(18.1)

252(86.9) 38 (13.1) 0.17

Tabla 8: Resultados del estudio de susceptibilidad por alelos (rs2230229)
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4.1.3 Influencia del SNP rs12488654 en TRAIL en la susceptibilidad de
padecer AR.

Tanto en el estudio por genotipos como en el estudio por alelos no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en la comparacién del grupo de casos con el de

controles sanos al evaluar la influencia del polimorfismo rs12488654 en TRAIL en la

susceptibilidad de padecer AR (tablas 9y 10).

3(3.8) 17(21.8) 58(74.4)
3(2.4) 22(17.5) 101(80.2)

Tabla 9: Resultados del estudio de susceptibilidad por genotipos (rs12488654)

23(14.7) 133(85.3)

28(11.1) 224(88.9) 0.28

Tabla 10: Resultados del estudio de susceptibilidad por alelos (rs12488654)
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4.1.4 Influencia del SNP rs1800682 en FAS en la susceptibilidad de padecer
AR.

Tanto en el estudio por genotipos como en el estudio por alelos, al evaluar la influencia
del polimorfismo rs1800682 en FAS en la susceptibilidad de padecer AR, no se encontraron

diferencias estadisticamente significativas (tablas 11y 12).

Sin embargo, existe una tendencia a la significacion en la asociacién del alelo T con la

AR (p=0,09).

12(15.8) 36(47.4) 28(36.8)
32(24.6) 61(46.9) 37(28.5)

Tabla 11: Resultados del estudio de susceptibilidad por genotipos (rs1800682)

60(39.5) 92(60.5)

125(48.1) 135(51.9) 0.09

Tabla 12: Resultados del estudio de susceptibilidad por alelos (rs1800682).
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4.1.5 Influencia del SNP rs763110 en FASL en la susceptibilidad de padecer
AR.

No se encontraron diferencias significativas entre el grupo de casos y el de controles en

cuanto a la distribucién de genotipos y alelos al evaluar la influencia del polimorfismo

rs763110 en FASL en la susceptibilidad de padecer AR (tablas 13 y 14).

37(47.4) 27(34.6) 14(17.9) 0.40
43(39.8) 48(44.5) 17(15.7) '

Tabla 13: Resultados del estudio de susceptibilidad por genotipos (rs763110)

101(64.7) 55(35.3) 0.59
134(62.0) 82(38.0) '

Tabla 14: Resultados del estudio de susceptibilidad por alelos (rs763110)
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4.1.6 Estudio de susceptibilidad por haplotipos para los SNP en TRAILR1,
TRAIL, FAS y FASL.

En el estudio se evalud con especial interés la asociaciéon que podrian tener con la AR
aquellos haplotipos que contegan pares ligando-receptor de manera conjunta y su papel como

factores protectores o predisponentes a la enfermedad.

Para realizar el estudio de susceptibilidad por haplotipos se analizaron todas las
posibles combinaciones formadas por los polimorfismos incluidos en el estudio. Para
interpretar la influencia de los distintos alelos en los resultados, se tuvieron en cuenta
Unicamente los haplotipos que presentan una frecuencia de aparicién mayor del 10% en al

menos uno de los grupos.

Dado el elevado nimero de combinaciones posibles, en la tabla 15 se muestran

solamente aquellos haplotipos cuya presencia supone una diferencia estadisticamente

significativa entre ambos grupos.

A - A - - 15.3 8.7 0.05 1.854 (0.987-3.483)
C A - - T 4.4 10 0.06 0.413 (0.156-1.093)
A A - T - 48.8 37.5 0.03 1.611 (1.036-2.504)
C A - C - 4 11.2 0.02 0.334 (0.125-0.896)
A A - T C 33.2 21 0.007 2.026 (1.205-3.406)
A A G - T 15.6 24.4 0.05 0.566 (0.314-1.019)
C A G - C 6.8 14 0.04 0.450 (0.200-1.010)
A A G C - 19 29.1 0.03 0.552 (0.320-0.952)
C A G C - 3.7 10 0.03 0.337(0.118-0.960)
A A G T C 26.7 17.4 0.02 1.941 (1.096-3.438)
- A - C T 4.5 12.2 0.01 0.3425 (0.1341-0.8752)
- A C T 3.6 11.3 0.01 0.2908 (0.1016-0.8325)

Tabla 15: Resultados del estudio de susceptibilidad por haplotipos.

En el conjunto de los haplotipos estudiados y teniendo en cuenta Unicamente los

polimorfismos presentes en el par receptor-ligando FAS y FASL (rs1800682 y rs763110), se
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observa que cuando aparece la combinacion TC (haplotipos 5 y 10), esta es mas frecuente en
el grupo de los casos que en el de los controles. Ademas, se observa que aquellos haplotipos
en los que estd presente dicha combinacién TC, presentan también el alelo A para los
polimorfismos rs20576 y rs2230229 de TRAILR1 [haplotipo 5: AA-TC (%casos=33.2,
%controles=21, p=0,007) y haplotipo 10: AAGTC (%casos=26.7, %controles=17.4, p=0,02)].

Asi, se podria considerar un factor de riesgo la combinacién del alelo T en rs1800682
de FAS y del alelo C en rs763110 de FASL. Al analizar la asociacién con la enfermedad de otros
haplotipos formados por otras combinaciones de alelos (CC, CT, TC y TT) no se obtuvo
significacién ninguna. Por otro lado, teniendo en cuenta solamente los polimorfismos
presentes en TRAILR1 (rs20576 y rs2230229), se observa que la combinacién CA es mas
frecuente en el grupo de controles, mientras que AA es mas frecuente en los casos, a
excepcion de los haplotipos 6 y 8, donde esta ultima combinacidn se presenta con mayor
frecuencia en el grupo de los controles [haplotipo 6: AAG-T (%casos=15.6 , %controles=24.4,

p=0,05) y haplotipo 8: AAGC- (%casos=19, %controles=29.1, p=0,03)]

Esta excepciéon podria ser debida a la presencia en los haplotipos 6 y 8
respectivamente, del alelo T en FASLy del alelo C en FAS, a los que se les podria atribuir un

papel protector.
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4.2 Estudio farmacogenético de respuesta a infliximab

4.2.1 Influencia del SNP rs20576 en el gen TRAILR1 en la respuesta a
infliximab.

La distribucién de genotipos para el polimorfismo rs20576 del gen TRAILR1 fue la
siguiente: 65.12% AA, 32.56% CAy 2.32% CC.

Tanto en el estudio por genotipos como en el estudio por alelos no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas al evaluar la influencia del polimorfismo en la

respuesta al tratamiento con infliximab a los tres, seis y doce meses desde el inicio del

tratamiento (tablas 16 y 17).

21 (55.26) 8 (21.05) 1(2.63)
NR 4 (10.53) 4(10.53) 0

BR/MR 16 (43.24) 6(16.22) 1(2.70) 063
NR 9 (24.32) 5(13.51) 0 ’
BR/MR 15 (44.12) 5(14.71) 1(2.94) 067
NR 9 (26.47) 4 (11.76) 0 '

Tabla 16: Resultados del estudio farmacogenético por genotipos (rs20576)

Tabla 17: Resultados del estudio farmacogenético por alelos (rs20576)
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4.2.2 Influencia del SNP rs2230229 en el gen TRAILR1 en la respuesta a
infliximab.

La distribucidon de genotipos para el polimorfismo rs2230229 del gen TRAILR1 fue la
siguiente: 74.42% GA, 23.26% GG y 2.32% CC.

No se encontrd asociacion entre genotipos y alelos y la respuesta al tratamiento con

infliximab a los tres, seis y doce meses desde el inicio del tratamiento (Tablas 18 y 19).

21 (55.26) 8 (21.05) 1(2.63) 086
NR 6 (15.79) 2 (5.26) 0 ’
BR/MR 17 (45.95) 5(13.51) 1(2.70) 067
NR 10 (27.03) 4(10.81) 0 ’
BR/MR 17 (50) 4(11.76) 0 040
NR 9 (26.47) 3(8.82) 1(2.94) ’

Tabla 18: Resultados del estudio farmacogenético por genotipos (rs2230229)

BR/MR 50 10

NR 14 2 0,68
BR/MR 39 7

NR 24 4 0,91
BR/MR 38 4

NR 21 5 0,25

Tabla 19: Resultados del estudio farmacogenético por alelos (rs2230229)
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4.2.3 Influencia del SNP rs12488654 en el gen TRAIL en la respuesta a
infliximab.

La distribuciéon de genotipos para el polimorfismo rs12488654 del gen TRAIL fue la
siguiente: 65.12% GA, 30.23% GG y 4.65% CC.

Tanto en el estudio por genotipos como en el estudio por alelos no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas al evaluar la influencia del polimorfismo en la

respuesta al tratamiento con infliximab a los tres, seis y doce meses desde el inicio del

tratamiento (tablas 20y 21).

2 (5.26) 9 (23.68) 19 (50)

NR 0 2 (5.26) 6 (15.79) 0,69
BR/MR 2 (5.41) 7(18.92) 14 (37.84) 050
NR 0 4(10.81) 10 (27.03) ’
BR/MR 1(2.94) 7 (20.59) 13 (38.24) 093
NR 1(2.94) 4 (11.76) 8 (23.53) ’

Tabla 20: Resultados del estudio farmacogenético por genotipos (rs12488654)

Tabla 21: Resultados del estudio farmacogenético por alelos (rs12488654)
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4.2.4 Influencia del SNP rs1800682 en el gen FAS en la respuesta a infliximab.

La distribucion de genotipos para el polimorfismo rs1800682 del gen FAS fue la
siguiente: 42.85% TC, 38.10% TT y 19.05% CC.

Tanto en el estudio por genotipos como en el estudio por alelos, no se encontraron

diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de respondedores y no

respondedores a los tres, seis y doce meses desde el inicio del tratamiento (tablas 22 y 23).

BR/MR 6(16.22) 13 (35.14) 10 (27.03)

NR 2 (5.41) 2 (5.41) 4(10.81)

BR/MR 6 (16.67) 9 (25) 8(22.22) 0.75
NR 2 (5.56) 6 (16.67) 5(13.89) '
BR/MR 3(8.57) 10 (28.57) 8 (22.86) 0.74
NR 5(14.29) 5(14.29) 4(11.43) '

Tabla 22: Resultados del estudio farmacogenético por genotipos (rs1800682)

BR/MR 25 33

NR 6 10 0.68
BR/MR 21 25

NR 10 16 0-55
BR/MR 16 26

NR 11 13 0.53

Tabla 23: Resultados del estudio farmacogenético por alelos (rs1800682)
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4.2.5 Influencia del SNP rs763110 en el gen FASL en la respuesta a infliximab.

La distribucion de genotipos para el polimorfismo rs763110 del gen FASL fue la
siguiente: 51.16% CC, 30.23% TCy 18.61% TT.

No se observd significacion al analizar la influencia del polimorfismo en la respuesta al

tratamiento con infliximab a los tres, seis y doce meses desde el inicio (tablas 24 y 25).

16 (42.11) 9 (23.68) 5(13.16)

NR 3(7.89) 3(7.89) 2 (5.26)

BR/MR 11 (29.73) 7 (18.92) 5(13.51) 0.99
NR 7 (18.92) 4(10.81) 3(8.11) '
BR/MR 10 (29.41) 6 (17.65) 5(14.71) 0.99
NR 6 (17.65) 4(11.76) 3(8.82) '

Tabla 24: Resultados del estudio farmacogenético por genotipos (rs763110)

Tabla 25: Resultados del estudio farmacogenético por alelos (rs763110)
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4.2.6 Estudio farmacogenético por haplotipos para los SNP en TRAILR1,
TRAIL, FAS y FASL a los tres meses del inicio del tratamiento.

Para realizar el analisis genético por haplotipos se analizaron todas las combinaciones
formadas por los polimorfismos incluidos en el estudio. Para interpretar la influencia de los
distintos alelos en los resultados se tuvieron en cuenta Unicamente los haplotipos que
presentan una frecuencia de aparicion mayor del 10%, como minimo, en alguno de los dos

grupos.

Dado el elevado numero de combinaciones, en las tablas se muestran solamente

aquellos haplotipos cuya diferencia de frecuencia entre los dos grupos era estadisticamente

significativa.

C - - C T 11 12.5 0.03  0.077 (0.008-0.776)
A - G T T 8.4 31.2 0.01  0.207 (0.051-0.844)
A A G T T 9.3 31.2 0.03  0.248 (0.062-0.985)
- A G - T 12.6 375 0.02  0.247(0.070-0.879)
- A G T T 9.5 31.2 0.04  0.260 (0.066-1.028)

Tabla 26: Resultados del estudio farmacogenético por haplotipos a los tres meses del inicio del
tratamiento.

En el estudio a los tres meses del inicio del tratamiento (tabla 26) el haplotipo mas
frecuente en la poblacidn de estudio es el haplotipo 4 [-AG-T], que presenta una frecuencia de

37.5% en el grupo de no respondedores, frente al 12.6% del grupo de respondedores (p=0,02).

De los resultados cabe destacar la presencia de la combinacién de alelos TT en el par
ligando-receptor FAS y FASL y la combinacién de alelos AG en el par TRAILR1 y TRAIL. Estas
secuencias aparecen juntas en los haplotipos 3 y 5, y su presencia podria considerarse un
predictor de mala respuesta al tratamiento con infliximab [haplotipo 3 (%R=9.3, %NR=31.2,

p=0,03) y haplotipo 5 (%R=9.5, %NR=31.2, p=0,04].
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4.2.7 Estudio farmacogenético por haplotipos para los SNP en TRAILR1,

TRAIL, FAS y FASL a los seis meses del inicio del tratamiento.

A - A T - 18.6 0 0.03 -
A - G T - 30 57.7 0.02 0.315(0.116-0.857)
A - G T T 9 26.9 0.04 0.276 (0.073-1.043)
A - G C T 12.5 0 0.05 -
C A G - - 12.6 0 0.05 -
A A A T - 16.1 0 0.04 -

Tabla 27: Resultados del estudio farmacogenético por haplotipos a los seis meses del inicio del
tratamiento.

Al realizar el analisis farmacogenético en funcidn del haplotipo a los seis meses del
inicio del tratamiento con infliximab (tabla 27) se observa que la secuencia GTT en TRAIL, FAS y
FASL, mas frecuente en el grupo de pacientes no respondedores, esta presente en el haplotipo
3 (%R=9, %NR=26.9, p=0,04), y coincide en parte con la secuencia de alelos de los haplotipos 3
y 5 que se muestran en los resultados obtenidos a los tres meses del inicio del tratamiento,
hecho que podria confirmarlo como un predictor de mala respuesta al tratamiento con

infliximab.
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4.2.8 Estudio farmacogenético por haplotipos para los SNP en TRAILR1,
TRAIL, FAS y FASL a los doce meses del inicio del tratamiento.

A - G C - 16.6 45.8 0.01 0.239 (0.076-0.752)
A - G T - 47 20.8 0.03  3.472(1.090-11.064)
A - A T T 0 12.5 0.02 -
A - G C T 2.7 19.5 0.02 0.119 (0.014-0-985)
A - G T T 25.8 5.5 0.03 6.137 (0.935-40.30)
A A A - T 0 11.5 0.02 -
A A A - C 14.3 0 0.04 -
A A G C - 15.6 37.5 0.05 0.329 (0.101-1.066)
A A G T - 48.2 25 0.04 3.118 (1.024-9.497)
A A A T T 0 125 0.02 -
A A G T T 25.9 6.7 0.03  5.588(0.974-32.066)
- A A - T 0 15.1 0.01 0.001 (0.000-0.010)
- G - T C 0 8.9 0.05 -
- - A T T 0 125 0.01 -
- A A T T 0 12.5 0.02 -
- A G T T 25.8 6.5 0.04  5.487(0.934-32.248)

Tabla 28: Resultados del estudio farmacogenético por haplotipos a los doce meses del inicio del
tratamiento.

Entre los haplotipos que presentaron una frecuencia mayor al 10% en alguno de los
dos grupos cabe destacar la presencia de la secuencia de alelos A (rs20576), G (12488654) y C
(1800682), presente en los haplotipos 1 y 8, que aparecié con mas frecuencia en el grupo de
pacientes no respondedores, siendo estas diferencias estadisticamente significativas para los
haplotipos 1y 8 [A-GC- (%R=16.6, %NR=45.8, p=0,01) y AAGC- (%R=15.6, %NR=37.5, p=0,05)].
Por el contrario, la combinacién A (rs20576), G (12488654) y T (1800682), presente en los
haplotipos 2 y 9, fue mas frecuente en el grupo de pacientes que respondieron al tratamiento

[A-GT-  (%R=47, %NR=20.8, p=0,03) y AAGT- (%R=48.2, %NR=25, p=0,04)].
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5 DISCUSION Y CONCLUSIONES

5.1 Discusion de los resultados

El componente genético juega un papel fundamental en las enfermedades
autoinmunes, tanto en su desarrollo como en la respuesta al tratamiento con farmacos. De
hecho, los factores genéticos implicados en la susceptibilidad a padecer AR se han relacionado
también con la respuesta a farmacos anti TNF. Como se vio anteriormente, algunos de los
cambios que ocurren durante la AR en la membrana sinovial estdn relacionados con una
respuesta apoptotica alterada de las células sinoviales. El TNF estd involucrado en la regulacion
del sistema inmune y en la programacién de la muerte celular, por lo que se ha especulado con
la existencia de polimorfismos funcionales en este gen. Se ha demostrado también el papel de
los receptores de la superfamilia del TNF en la induccién de la apoptosis a través de la via
extrinseca. Algunas de las moléculas implicadas en la activacion de la apoptosis son TRAILR1,

FAS y TNFR1, cuyos respectivos ligandos son TRAIL, FASL y TNF-a..>®

En el presente trabajo se han estudiado polimorfismos presentes en los genes que
codifican para algunas de estas moléculas del sistema de receptores de muerte celular, como

son TRAILR1, TRAIL, FAS y FASL.

El estudio de susceptibilidad se realizd partiendo de la hipdtesis de que los
polimorfismos presentes en estos genes podrian estar relacionados con la aparicion de la
enfermedad. Los grupos de casos y controles fueron emparejados por edad y género para
asegurar que ambos fueran comparables al realizar el analisis. Al evaluar la asociacion de los
distintos polimorfismos con la AR se vio que, en el andlisis por genotipos y alelos, las
diferencias encontradas en la distribucion entre ambos grupos no eran estadisticamente
significativas. Aun asi, para poder obtener conclusiones concretas seria necesario realizar

estudios con un mayor nimero de pacientes.

Los resultados obtenidos por otros grupos de trabajo son todavia limitados y con

conclusiones contradictorias.
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Kobak y Berledi'® publicaron en 2012 los resultados de un estudio realizado con 101
pacientes y 105 controles sanos, en los que se evalud la asociacidon de los polimorfismos
presentes en FAS y FASL con la AR, sin encontrar resultados significativos.

Mohammadzadeh et al.**’

encontraron para el SNP rs1800682 presente en FAS, una
mayor frecuencia del genotipo heterocigoto en el grupo de los casos, con un riesgo mas
elevado de AR, aunque la diferencia no fue estadisticamente significativa (p=0,18), resultado
que va en la misma linea que el obtenido en nuestro trabajo (%casos=47,4, %controles=46,9;
p=0,24). Ademds, nuestros resultados muestran una tendencia a la significacién en el analisis

por alelos para este mismo polimorfismo, que sugiere un factor de riesgo asociado al alelo T

(60,5% casos; 51,9% controles; p=0,09).

La relacién del SNP rs1800682 con la enfermedad se ha estudiado también en otras
patologias autoinmunes, como es el caso del lupus eritematoso sistémico (LES). En un
metaanalisis realizado a partir de 7 estudios y que incluydé 759 pacientes y 820 controles, Xiang
et al."® pusieron de manifiesto la asociacién del alelo A con la enfermedad (p=0,029). Sin
embargo, en otro metaanalisis que incluia estudios realizados en diversas enfermedades
reumaticas autoinmunes, Lee et al.'®® concluyeron también que el polimorfismo rs1800682
estaba también asociado a las mismas, aunque en este caso, se encontré la asociacion entre el

alelo Gy la presencia de LES (p=0,025) y de AR (p=0,023).

Dado que en algunos estudios los polimorfismos presentes en el gen FAS han mostrado
su asociacion con la AR, resulta logico pensar que los polimorfismos presentes en el gen que
codifica para su ligando, FASL, puedan estarlo también. En el presente estudio se ha evaluado
la influencia del SNP rs763110 en el riesgo de desarrollar AR, sin obtener resultados que
confirmen esta asociacion. Sin embargo, los estudios publicados hasta la fecha por otros
autores, aunque constituyen un nimero muy escaso, han coincidido al obtener resultados que
sugieren la influencia de este SNP en el desarrollo de la enfermedad. El estudio mas reciente,

1. es un metaandlisis compuesto por 19 estudios. Los

publicado en 2015 por Lee et a
resultados muestran una asociacién significativa del alelo T con la enfermedad (p=0,006). En

2013, Yildir et al.”® ya habian asociado con la AR los genotipos heterocigotos portadores del
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alelo T (CT, p=0,05; TT, p=0,002). En la misma linea se situaban los resultados del estudio
publicado en 2012 por Mohammadzadeh et al.,"*” que mostraban una frecuencia mayor del
genotipo heterocigoto en el grupo de los casos, aunque sin que las diferencias fueran

estadisticamente significativas (p=0,18).

Al evaluar en nuestro trabajo la asociacidn de los polimorfismos presentes en TRAILR1
(rs20576) y TRAIL (rs2230229, rs12488654), no se observaron diferencias estadisticamente
significativas en la distribucidn de genotipos y alelos entre el grupo de casos y el de controles

sanos.

Hasta la fecha no hay disponibles otros estudios sobre la posible influencia de estos
SNP en el desarrollo de la AR. Sin embargo, se ha estudiado un polimorfismo en el gen TRAILR1
diferente a los incluidos en los objetivos de nuestro estudio, el rs20575. Este polimorfismo no
se ha asociado con el riesgo de padecer AR, aunque puede influir en la respuesta al

tratamiento con infliximab.'”®

Con frecuencia son varios los polimorfismos que se analizan simultdaneamente en un
gen o regién de un gen. Entre los diferentes polimorfismos localizados en el mismo
cromosoma y relativamente préximos entre si suele observarse cierto grado de correlacion o
asociacion estadistica denominada desequilibrio de ligamiento. Si un polimorfismo esta
asociado a una determinada enfermedad, es posible que otros polimorfismos cercanos
también estén relacionados con la misma enfermedad. Por ello, es interesante identificar el
conjunto de alelos que se transmiten juntos en cada cromosoma. A este grupo de alelos que se
transmiten conjuntamente se le denomina haplotipo. El analisis combinado de genotipos y

haplotipos suele ser mas informativo que cualquiera de los por separado.'®

En nuestro estudio se ha evaluado la asociacién con la AR de todos los posibles
haplotipos formados por las diferentes combinaciones de alelos presentes en los SNP
estudiados en TRAILR1, TRAIL, FAS y FASL. Actualmente, hay todavia pocos trabajos publicados
que evaluen la influencia de haplotipos en genes que participan en la regulaciéon de la

respuesta inmune o en la activacion de la apoptosis en las enfermedades autoinmunes.
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Lu et al.”®! llevaron a cabo un estudio con 552 casos y 718 controles para estudiar la
asociacién de polimorfismos presentes en FAS (rs2234767 y rs1800682) con la presencia de
LES. El andlisis reveld que el haplotipo GA estaba asociado significativamente con la
enfermedad (p=0,039, OR=1,184, 1C95%=1,009-1,391). En nuestro trabajo no se incluyé el SNP
rs2234767, por lo que no se pueden comparar directamente los resultados. Sin embargo
encontramos un tendencia a la significacion en la asociacién del alelo T en rs1800682 con la AR
(p=0.09), por lo que podria suponerse una implicacion del mismo en ambas enfermedades.
Aun asi, con los datos publicados hasta el momento no es posible confirmar este dato. Serian
necesarios mas estudios que involucren un abanico mas amplio de enfermedades
autoinmunes y tamafios muestrales mayores para poder conocer si un mismo haplotipo puede

influir en el mismo sentido en distintas enfermedades.

Al evaluar la asociacién con la enfermedad de los haplotipos formados Unicamente por
los SNP estudiados en FAS Y FASL (rs1800682 y rs763110) no obtuvimos resultados
significativos. Sin embargo, al realizar el andlisis teniendo en cuenta todos los SNP estudiados
en TRAILR1 (rs20576, rs2230229), TRAIL (rs12488654), FAS (rs1800682) y FASL (rs763110)
obtuvimos resultados diferentes, lo que indica que el hecho de que un SNP determinado
influya en la enfermedad puede estar condicionado por la presencia de otros SNPs en
posiciones determinadas de otros genes, confirmando asi la utilidad de los analisis por
haplotipos en los estudios genéticos. Asi, se observa que la combinacidon TC en rs1800682 y
rs763110 es mas frecuente en el grupo de los sujetos afectados de AR, por lo que podria
suponerse que representa un factor de riesgo de padecer la enfermedad. Ademads, esta
combinacidn coincide con la presencia del alelo A en la posiciones rs20576 y rs2230229 de
TRAILR1 [AA-TC (%casos=33,2, %controles=21; p=0,007, OR=2,026 1C95%=1,205-3,406), y
AAGTC (%casos=26,7, %controles=17,4, p=0,02 OR=1,941 1C95%=1,096-3,438)].

Por otro lado, teniendo en cuenta solamente los polimorfismos presentes en TRAILR1
(rs20576 y rs2230229), se observa que la combinacién AA es mas frecuente en los casos. Esto
es asi en todos los haplotipos que suponen diferencias significativas entre los grupos a
excepcion de dos, donde esta uUltima combinacion se presenta con mayor frecuencia en el
grupo de los controles [AAG-T (%casos=15,6, %controles=24,4, p=0,05, OR=0,566 1C95%=
0,314-1,019) y AAGC- (%casos=19, %controles=29.1, p=0,03, OR=0,552 1C95%=0,320-0,952)].
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Esta excepcién puede ser debida a que estos dos haplotipos no contienen la combinacién TC
para los SNP presentes en FAS y FASL. La secuencia TC aparece con mas frecuencia en el grupo
de pacientes afectados de AR, y podria ser un factor de riesgo que influyera mas en la
susceptibilidad a la enfermedad que la presencia de AA en rs20576 y rs220229 de TRAILR1 en

el conjunto del haplotipo.

Los estudios de asociacidon que tratan de relacionar los polimorfismos presentes en
genes implicados en la apoptosis con la susceptibilidad a enfermedades autoinmunes son
recientes, mientras que estan mas avanzados en el campo de la oncologia, donde se ha visto

192,193

que pueden influir en el desarrollo de varios tipos de canceres. También se han publicado

resultados en enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer.™®*

En relacidon al estudio farmacogenético cabe decir que las terapias bioldgicas han
supuesto un cambio sustancial en el tratamiento de la AR, aunque estos tratamientos
presentan una eficacia parcial. De hecho, un porcentaje significativo de estos pacientes (40-

101,148

60%) no responden o presentan una baja respuesta al tratamiento. Se cree que el

principal factor implicado en esta variabilidad es el componente genético.

Existen anticuerpos monoclonales que son capaces de actuar bloqueando dianas
moleculares involucradas en la patogenia de la AR. Determinados polimorfismos presentes en
genes involucrados en estos procesos fisiopatoldgicos se han relacionado con diferencias

interindividuales en la respuesta a farmacos anti TNF, como es el caso del infliximab."’%*"*

Infliximab se une tanto al receptor soluble del TNF-a como al de membrana,
neutralizando sus efectos.” Es capaz de originar citotoxicidad en células que expresen TNF in
vitro, asi como de inducir la lisis celular via citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo
(ADCC) in vivo.”>*® Algunos de los cambios que ocurren en la membrana sinovial inflamada
estan relacionados con una respuesta apoptoética inferior a la normal en las células sinoviales,

, .. . ;. .. . . . . 59,62
generandose un tejido hiperplasico y una acumulacién de citoquinas proinflamatorias.

Infliximab, mediante un mecanismo de accidn secundario, induce apoptosis en monocitos y

linfocitos T mediante la activacion de una via dependiente de caspasas.”>***'®” Asi, los SNP
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presentes en genes que codifican para moléculas del sistema de receptores de muerte celular
como TRAILR1, TRAIL, FAS y FASL, son interesantes desde el punto de vista predictivo de la

respuesta a infliximab.

Hasta la fecha, la mayor parte de los estudios farmacogenéticos publicados sobre el
tratamiento de la AR con farmacos anti TNF evaltan la influencia de SNP presentes en la regién
promotora del gen TNF en la respuesta a estas terapias. No hay publicados estudios
farmacogenéticos en AR que incluyan los mismos polimorfismos que los estudiados en el
presente trabajo, por lo que no es posible hacer una comparacién directa de los resultados con
la bibliografia disponible. Morales et al. han estudiado un SNP presente en TRAILR1 no incluido
en nuestro trabajo, el rs20575. Los resultados publicados ponen de manifiesto que el el
genotipo CC estd asociado a una mejor respuesta al tratamiento con anti-TNF en sujetos con

ARy artritis psoriasica’”’ mientras que el alelo G se asocia con peor respuesta.'’®

En el presente estudio, al evaluar la distribucion de genotipos y alelos en funcién de la
respuesta a infliximab para los polimorfismos estudiados en TRAILR1, TRAIL, FAS y FASL no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el grupo de pacientes
respondedores y el de no respondedores. Sin embargo, si que se obtuvieron diferencias al

realizar el andlisis farmacogenético por haplotipos.

De los resultados cabe destacar la presencia de la combinacién de alelos TT en el par
ligando-receptor FAS y FASL (rs1800682 y rs763110) y la combinacién AG en el par TRAILR1
(rs2230229) y TRAIL (rs12488654). En el analisis a los tres meses del inicio del tratamiento,
estas secuencias aparecen juntas en los haplotipos AAGTT y -AGTT, y su presencia podria
considerarse un predictor de mala respuesta al tratamiento con infliximab [AAGTT (%R=9,3,
%NR=31,2, p=0,03) y -AGTT (%R=9,5, %NR=31,2, p=0,04]. Ademas, la secuencia de alelos de
estos haplotipos coincide, en parte, con la del haplotipo que contiene los alelos GTT en TRAIL,
FAS y FASL, [A-GTT (%R=9, %NR=26,9, p=0,04)] el cual, en el andlisis a los seis meses del inicio
de la terapia con infliximab, aparece también con mayor frecuencia en el grupo de los

pacientes no respondedores.
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Algunos autores han estudiado la influencia de estos polimorfismos en la respuesta a
infliximab en otras enfermedades autoinmunes, como es el caso de la enfermedad de Crohn o
la psoriasis, asi como en la respuesta al tratamiento en otras enfermedades en las que estd
implicado de forma importante el sistema inmune, como es el caso del cancer o de la

esclerosis multiple.

1."® estudiaron en 242 pacientes los factores clinicos y genéticos que podrian

Cravo et a
influir en la respuesta a la terapia con farmacos biolégicos en la enfermedad de Crohn.
Estudiaron, entre otros marcadores, los SNP rs1800682 en FAS y rs763110 en FASL, sin
encontrar relacidn de los mismos con la respuesta al tratamiento. El polimorfismo rs763110 en

1. en una cohorte de 82 pacientes pediatricos

FASL fue estudiado también por Duricova et a
afectados de enfermedad de Crohn, en los que evaluaban la respuesta a largo plazo al
tratamiento con infliximab, sin encontrar tampoco asociacién entre dicho SNP y la respuesta al
farmaco. Estos resultados van en la linea de los obtenidos en nuestro trabajo, y aunque no son
directamente comparables por tratarse de enfermedades distintas, si es cierto que ambas
tienen una patologia base de tipo inmune en comun.

1.7 realizaron un estudio de asociacidon de multiples genes

Lépez-Gémez et a
candidatos con la respuesta al tratamiento con interferdn en pacientes con esclerosis multiple,
encontrando relacién entre el genotipo CC de rs20576 en TRAILR1 y una mejor respuesta al
tratamiento, en comparacién con la respuesta asociada al alelo A (p = 8,88x10™ OR = 0,30,

1C95%=0,14-0,63).

En algunas enfermedades oncoldgicas se ha estudiado también el papel en la respuesta
al tratamiento de determinados polimorfismos presentes en citoquinas proinflamatorias y en
otras moléculas involucradas en la respuesta inmune, ya que se conoce que estas juegan un
papel importante en el comportamiento tumoral. Respecto a los polimorfismos incluidos en
nuestro estudio, Lima et al.””* evaluaron la asociacidon de SNP presentes en FAS y FASL con la
respuesta al bacilo de Calmette-Guérin, utilizado en el tratamiento del cancer de vejiga y cuyo
mecanismo de accion esta basado en una activacidn inespecifica de la respuesta inmune. El

genotipo CC en rs763110 de FASL se asocié con una menor supervivencia libre de enfermedad
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en comparacion con la presencia del alelo T (media 71,5 vs 97,8 meses, p = 0,030). Ademas, se
vio que el genotipo CC se asocia también con un mayor riesgo de fracaso al tratamiento

(HR=1,922; IC 95%: [1,064-3,471]; p=0,030).

Los resultados de nuestro estudio ponen de manifiesto un efecto limitado de los
polimorfismos en los receptores de muerte en la prediccion de respuesta al tratamiento con
infliximab aunque, a juzgar por los estudios de asociacidén de polimorfismos, parece que es el
efecto combinado de estos polimorfismos lo que podria correlacionarse con la respuesta

terapéutica.
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5.2 Conclusiones

1. Los polimorfismos estudiados (rs20576 y rs2230229 en TRAILR1, rs12488654 en
TRAIL, rs180068 en FAS Y rs763110 en FASL) no han mostrado asociacién con la

susceptibilidad a padecer AR.

2. Se ha observado una tendencia a la significacion en la asociaciéon del alelo T en

rs1800682 de FAS con el riesgo de AR.

3. Los haplotipos que incluyen los alelos T y C en las posiciones rs1800682 de FAS y
rs763110 de FASL respectivamente, conjuntamente con el alelo A en rs20576 y rs2230229

de TRAILR1 se asocian con un mayor riesgo de padecer AR.

4. Los polimorfismos estudiados (rs20576 y rs2230229 en TRAILR1, rs12488654 en
TRAIL, rs180068 en FAS Y rs763110 en FASL) no mostraron asociacioén significativa con la

respuesta a infliximab a los tres, seis y doce meses desde el inicio del tratamiento.

5. Los haplotipos que incluye la combinacidon de alelos TT en rs1800682 de FAS y
rs763110 de FASL, conjuntamente con la combinacién AG en rs2230229 de TRAILR1 y
rs12488654 de TRAIL se asocian a una peor respuesta al tratamiento con infliximab a los

tres meses del inicio.

6. Los polimorfismos en genes relacionados con la apoptosis extrinseca parecen
contribuir de forma combinada en la asociacidn con la respuesta al infliximab y podrian ser
de utilidad en el manejo clinico de los pacientes AR tratados con este anticuerpo

monoclonal.
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7 ANEXOS

Anexo 1. indice 28-Disease activity score (DAS-28).

HOSPITAL NUESTRA SENORA DEL ROSELL
SECCION DE-REUMATOLOGIA

N® ARTICULACIONES DOLOROSAS N® ARTICULACIONES TUMEFACTAS

Valoracién global de la enfermedad: (0-100)

Muy bien

o 1 5:2 3 4

VSG ___mm/1*h
sSG mm (ver pag. siguiente autoadminisirada por el paciente)
DAS 28 = 0,56 ¥ +028Y___+0,70In _.__+ 0,014 _

DAS 28 = =

Definicion de la Actividad de la Enfermedad segun la DAS 28 en pacientes con Artrilis Reumaloide:

Baja actividad de la enfermedad : ‘DAS 28 £ 3.2
Moderada actividad de la enfermedad : 3.2 < DAS 28 5,1
- DAS 28> 5,1

Alta aclividad de la enlermedad
Un cambio de 1,2 en el nivel basal en la DAS 28 es una reduccidn estadisticamente significativa en la

aclividad de |a enfermedad.

Estado de respuesta _éegdn la DAS 28

Pacientes de espuesta buena: Pacientes con un cambio signilicativo (> 1,2) y actividad

baja'de la enfermedad (DAS 28 < 3,2)

Paciéntes_de respuesta mmoderada: Pacientes con un cambio significativo (> 1,2) y
2) o Pacientes con un cambio

fermedadf (DAS 28 < 5,1).

actividad *moderada o alla de la enfermedad (DAS 28.> 3,2
significative-(< 1,2 y> 0,6) y-actividad baja, o moderada de e/

Pacientes no respondedores: Los pacientes restantes.
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Anexo 2. Modelo de consentimiento informado

CONSENTIMIENTO {’

INFORMADO P
CARTAGENA
Apellidos:
Nombre:

N° H* Cl.:
N°S.S.:

Sendrh

Murciano

de Suhd

Hospital General Universitario Santa Lucia
Servicio de Anatomia Patoldgica

BANCO DE MUESTRAS BIOLOGICAS
C/Mezquita S/N, 12 planta. 30202 Cartagena
@ 968 128600

USO DE MATERIAL BIOLOGICO PARA INVESTIGACION

Este documento tiene como objeto solicitarle su autorizacion escrita para la donacién de parte
de una muestra sangre, con el fin de usar dicho sobrante en investigacion biomédica
relacionada con su enfermedad e incorporar la misma a un Banco de muestras bioldgicas que
existe en el Centro. Es importante que lea detenidamente esta hoja de consentimiento
informado, que entienda su contenido y el objeto de la misma y que, en su caso, haga todas las
preguntas que crea preciso acerca de la misma.

FINALIDAD

Durante su estancia en el hospital esta siendo atendido por diversos servicios clinicos y sus
muestras de tejido y sangre estan siendo estudiadas y diagnosticadas por médicos
especialistas de este centro.La experiencia acumulada en los ultimos afios y los nuevos avances
en Patologia Molecular puede ser de gran utilidad para intentar mejorar el diagnéstico y el
tratamiento de su enfermedad, asi como de la de otros pacientes.El avance de la medicina
necesita de la investigacion y la investigacion necesita de tejidos humanos normales vy
patoldgicos. La finalidad es dotar de tejido humano que no sea necesario para el diagndstico
de los pacientes a los investigadores.
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DESCRIPCION DEL PROCESO

Parte de esta muestra biolégica sera recogido de manera idénea para su utilizacidon en
Investigacion Biomédica, pasando a formar parte del Biobanco del Hospital.Estas muestras
podran ser utilizadas por otras instituciones cientificas, nacionales y extranjeras, dentro de
proyectos de investigacién debidamente aprobados por las autoridades cientificas y comités
de ética. La informacion referente a la muestra sera codificada a fin de mantener la
confidencialidad en su utilizacion segun la Legislacidon vigente. El Hospital le garantiza el
correcto procesamiento de sus datos de forma que los posibles investigadores que utilicen
estas muestras no tengan acceso a su identidad. Si fuese necesario acceder a otros datos
recogidos en su Historia Clinica, se realizaria por personal especificamente autorizado por el
Hospital. La cesidn de tejido para investigacion es voluntaria y altruista y nunca sera objeto
directo de actividades con animo de lucro. Su Unico beneficio es el que corresponde al avance
de la Medicina en beneficio de la Sociedad, y el saber que ha colaborado en este proceso. Los
protocolos de actuacién definidos para esta colaboracidn con la investigacion estan aprobados
por los correspondientes Comités de Etica e Investigacién Clinica del Hospital.

EFECTOS SECUNDARIOS

El uso de este tejido no implica ningln riesgo, ni modifica el tratamiento a realizar,
salvaguardandose en todo caso los procedimientos idéneos para el diagndstico correcto del
proceso.

DERECHOS DE INFORMACION Y REVOCAMIENTO

De acuerdo con la ley orgéanica 15/1999 (LOPD) usted puede ejercer los derechos de acceso,
oposicion, rectificacion y cancelacidén. En el caso de que estas investigaciones proporcionen
datos que le pudieran ser clinicamente relevantes e interesar a su salud o la de su familia

¢ Quiero estar informado ¢ No quiero estar informado

En el caso de firmar el presente consentimiento, usted puede anularlo en cualquier momento,
en cuyo caso deberd dirigirse al responsable del Biobanco, por lo que las muestras aun no
utilizadas no seran usadas en proyectos de investigacion, si bien se mantendran en el Banco de
Tumores del Hospital por su posible futuro valor clinico, como cualquier otra muestra de su
historial clinico.
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DECLARACIONES Y FIRMAS
12 PACIENTE
| o TP
............. , con D.N.lL..coccceeeieereecienneeeeennneee...,, declaro que he leido y comprendido la

informacién que me ha sido proporcionada sobre el procedimiento anteriormente indicado y
he podido formular todas las preguntas que he considerado oportunas, por lo que DOY Ml
CONSENTIMIENTO para que las células y/o tejidos que no sean necesarios para el diagndstico
sean cedidos a la institucion y almacenados para futuras investigaciones con posibilidad de que
puedan acceder a otras instituciones / investigadores.

22 REPRESENTANTE LEGAL

............. , con D.N.L..ccoorvciieeieiiiiiieeeeeeeee.,, cOMo  representante legal en calidad de:
....................................... declaro que he leido y comprendido la informacién que me ha sido
proporcionada sobre el procedimiento anteriormente indicado y he podido formular todas las
preguntas que he considerado oportunas, por lo que DOY MI CONSENTIMIENTO para que las
células y/o tejidos que no sean necesarios para el diagndstico sean cedidos a la institucion y
almacenados para futuras investigaciones con posibilidad de que puedan acceder a otras
instituciones / investigadores.
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32 PERSONAL QUE HA INFORMADO DEBIDAMENTE AL PACIENTE

R o T 0 4 o L SR ,
con DN e, , en calidad de (paciente/ representante
legal)i...ccoceeeciieeeecieee et enaiFEVOCO €Ste consentimiento firmado anteriormente con
fecha ........ [ e, [ e , Y expreso mi deseo de no autorizar a que se guarden células y

tejidos en la institucién para investigacion.

(e [ RS PRRRRRRN

NO CONFORMIDAD

Si usted no acepta firmar este documento, hagalo constar.

o Lo T UUUPRRN (Nombre y dos apellidos, con mayusculas)
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Los resultados del presente trabajo han sido presentados en los siguientes congresos y
jornadas:

e | Jornadas de Investigacion y Doctorado: Calidad y acreditacion. Escuela
Internacional de Doctorado de la UCAM. Murcia, junio de 2015.

“Factores genéticos relacionados con la susceptibilidad a padecer artritis reumatoide y
con la variabilidad en la respuesta al tratamiento con infliximab”.

e 58° Congreso Nacional de la Sociedad Espaiola de Farmacia Hospitalaria y
Encuentro Iberoamericano de Farmacéuticos de Hospital. Malaga, octubre de
2013.

“Estudio farmacogenético sobre el efecto de los polimorfismos rs12488654 en el gen
TRAIL, rs1800682 en el gen FAS y rs763110 en el gen FASL en la variabilidad de respuesta
a infliximab en pacientes con artritis reumatoide”.

e 57° Congreso Nacional de la Sociedad Espanola de Farmacia Hospitalaria y
Encuentro Iberoamericano de Farmacéuticos de Hospital. Bilbao, octubre de
2012.

"Estudio farmacogenético por haplotipos del efecto de los polimorfismos rs20576 vy
rs12488654 en el gen TRAILR, rs1800682 en el gen FAS y rs763110 en el gen FASL en la
variabilidad de respuesta frente a infliximab en pacientes con artritis reumatoide".

e 382 Congreso Nacional de la Sociedad Espaiola de Reumatologia. Zaragoza,
mayo de 2012.

“Estudio farmacogenético sobre el efecto de los polimorfismos rs20576 y rs2230229 en
el gen de TRAILR1 en la variabilidad de respuesta frente a infliximab en pacientes con
artritis reumatoide”.
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