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RESUMEN

La Artritis Reumatoide es una enfermedad autoinmune cronica y sistémica, caracterizada
por dolor e inflamacion en las articulaciones diartrodiales, afectando principalmente la
membrana sinovial de las articulaciones, pero puede evolucionar en dafio estructural y
disfuncion. Aunque no existe cura para esta enfermedad, actualmente el empleo de
farmacos biotecnoldgicos ha mejorado el control de la inflamacion y disminuido el dafio
estructural, al neutralizar de manera especifica algunas de las rutas de inflamacion
inducidas por citocinas, por ejemplo TNFa. Los farmacos bloqueadores de TNFa, como
Infliximab y Adalimumab han mostrado gran eficacia para el control de la artritis
reumatoide. Sin embargo, se ha reportado que su empleo puede ocasionar una respuesta
inmunologica especifica en contra de estos farmacos, conocida como “inmunogenicidad” y
se caracteriza por la generacion de anticuerpos anti-farmaco. Estos anticuerpos
potencialmente podrian neutralizar el farmaco, teniendo como consecuencia la disminucion
de su eficacia terapéutica. Es importante mencionar que aunque se ha reportado este tipo de
respuesta en los pacientes con artritis reumatoide, poco se conoce sobre los factores
bioldgicos asociados con la generacion de anticuerpos anti-farmaco, por lo que resulta de
gran interés el poder identificar biomarcadores que permitan predecir la inmunogenicidad
en el paciente y, de esa manera, proponer estrategias terapéuticas alternas. Con base a lo
anterior, en el presente estudio se realiz6 la evaluacion de los niveles de citocinas pro-
inflamatorias circulantes como posibles marcadores de inmunogenicidad en pacientes con
artritis reumatoide.

Metodologia: 57 pacientes con artritis reumatoide (ACR/EULAR 2010) y que se
encontraban bajo tratamiento con infliximab (n=17) o adalimumab (n=40) fueron
reclutados en 4 centros hospitalarios. La medicién de los niveles de infliximab, adalimumab
y anticuerpos anti-farmaco en el suero de los pacientes, fueron determinados por Kits de
ELISA comerciales. La actividad clinica de la artritis reumatoide se determin6 en base al
indice DAS28-VSG; mediante la valoracion que incorpora el nimero de articulaciones
dolorosas e inflamadas y como prueba de laboratorio confirmatoria fue la velocidad de
sedimentacion globular. Los niveles de las citocinas (IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10, 1L-12p40,
IL-17A, INFy, MCP-1, TNFa) en el plasma de los pacientes, fueron determinados en un
multi-analisis por la técnica de MAGPIX/LUMINEX (MilliPore). Los niveles de Leptina y
MIF fueron determinados por la técnica de ELISA indirecta estandarizada en nuestras
condiciones experimentales a través de curvas estdndar con proteinas recombinantes
(PreProtech). Con base en los niveles sub-6ptimo de farmaco circulante y la presencia de
anticuerpos anti-farmaco, los pacientes fueron clasificados: Con inmunogenicidad y sin
inmunogenicidad (grupo control). Debido a la asimetria en los niveles de citocinas, los
valores se transformaron a logaritmo natural. La comparacién entre grupos (Sin
inmunogenicidad vs con inmunogenicidad) fue realizada con la prueba no paramétrica U de
Mann-Whitney y la prueba de independencia (ji-cuadrada o chi®). Se empled la prueba no
paramétrica de correlacion de Spearman para determinar la relacion entre los niéveles
séricos del farmaco, actividad clinica (DAS28) y Citocinas. Para determinar la asociacion
entre los niveles de citocinas y la respuesta inmunogénica, se empled una prueba de
regresion logistica univariada.

Resultados: Los datos demogréaficos de los pacientes (Género, Edad, IMC y Tiempo de
evolucion de la enfermedad) fueron similares entre el grupo Sin inmunogenicidad vs con



inmunogenicidad. No hubo diferencias estadisticamente significativas en el indice de
DAS28 (3.1 £ 1.3 vs. 3.5 = 1, P=0.13) entre los grupos. La duraciéon media de tratamiento
para Infliximab fue de 5 afios y para Adalimumab fue de 4 afos, respectivamente. Los
pacientes tratados con Infliximab el 53% dieron positivo para anticuerpos anti-farmaco
(9/17) y los pacientes tratados con Adalimumab el 25% dieron positivo para anticuerpos
anti-farmaco (10/40), P<0.04. Adicionalmente, en los parametros seroldgicos, los pacientes
con inmunogenicidad presentaron niveles mayores de VSG que los pacientes del grupo
control (P<0.001). Los pacientes que dieron positivo a inmunogenicidad tenian
concentraciones séricas del farmaco significativamente mas bajas en el suero que los
pacientes del grupo control (P<0.001). Hubo una correlacion positiva moderada entre la
concentracion sérica del farmaco y el DAS28 (rho= 0.61, P<0.02) en los pacientes con
inmunogenicidad. Al dividir a los pacientes de acuerdo a su tratamiento, hubo solamente
correlacion negativa entre las concentraciones séricas del farmaco y las citocinas en el
grupo control; infliximab vs TNFa (rho= -0.89, P<0.02) y adalimumab vs MIF (rho= -0.41,
P<0.03). Por otra parte, los pacientes tratados con adalimumab y con inmunogenicidad
presentaron niveles mayores de INFy, MIF y MCP-1 que los pacientes del grupo control
(P<0.05) pero, aunque los niveles de TNFoa fueron mayores en los pacientes con
inmunogenicidad, no hubo significancia estadistica. En los pacientes tratados con
infliximab y con inmunogenicidad solo presentaron niveles mayores de TNFa que los
pacientes sin inmunogenicidad (P<0.001). Al evaluar la asociacion entre los niveles de
citocinas y la inmunogenicidad, se observd una asociacion positiva para las siguientes
citocinas: INFy (OR (IC 95%) 2.0 (1.1-3.4), p<0.01), MCP-1 (OR (IC 95%) 2.5 (1.2-5.3),
p<0.02) y TNFa (OR (IC 95%) 3.5 (1.6-7.7), p<0.002). No se observo asociacion entre el
DAS28 y la inmunogenicidad.

Conclusiones: Se observo un mayor prevalencia de inmunogenicidad en pacientes con
artritis reumatoide bajo tratamiento con infliximab, en comparacion con adalimumab. La
presencia de anticuerpos anti-farmaco contra infliximab o adalimumab se correlaciono con
la disminucién de concentraciones séricas del farmaco provocando la perdida de la
remision en el paciente. Por otro lado, al comparar los pacientes sin y con
inmunogenicidad, se identifico incremento en algunas citocinas pro-inflamatorias, donde
solo INFy, MCP-1 y TNFa se asociaron con la inmunogenicidad, por lo que podrian ser de
utilidad como biomarcadores.

Palabras claves: Artritis Reumatoide, Inmunogenicidad, citocinas, Infliximab,
Adalimumab.



1. INTRODUCCION

1.1.  Artritis Reumatoide

La Artritis Reumatoide (AR), es una enfermedad autoinmune cronica y sistémica
caracterizada por dolor e inflamacion de las articulaciones diartrodiales. Sin un tratamiento
adecuado, la AR puede evolucionar a dafio estructural articular (cartilago y hueso),
deformidad y discapacidad fisica. Inicialmente, el tejido principalmente afectado es la
membrana sinovial®. La AR es la enfermedad mas frecuente entre las enfermedades
autoinmunes y su incidencia es mas frecuente en mujeres que en hombres (en una relacion
de 3:1), particularmente entre 40-60 afos. Presumiblemente, una de las causas por la cual
es mas frecuente en mujeres que en hombres podria deberse al efecto que tienen algunas
hormonas (como los estrégenos) sobre el sistema inmunolégico®.

Las manifestaciones articulares de la AR pueden ser clasificadas en dos categorias:
sintomas y signos controlables, como la inflamacion sinovial y el dafio estructural
irreversible, causado por la sinovitis cronica que ocurre como consecuencia de la
progresion de la enfermedad, que conduce a erosion del cartilago y hueso, asi como dafio
en tejidos blandos®. Con respeto a las manifestaciones extraarticulares, se ha reportado que
el 7% de los pacientes tienen nodulos subcutaneos al momento del diagnostico de AR y
alrededor del 30% de los pacientes presentan mas nodulos, cuando tienen mayor tiempo
con la enfermedad grave™. Por otro lado, las manifestaciones extraarticulares pueden
evolucionar a graves como: vasculitis, enfermedad pulmonar reumatoide, pericarditis y
pleuritis, esto se ha observado con mayor frecuencia en pacientes que desarrollan nodulos
en 2 afios a partir del diagndstico de AR o que llevan un mayor tiempo de evolucion de la
enfermedad y sin tratamiento previo®. Las principales manifestaciones de la AR en los
pacientes son dolor, tumefaccion y disminucion de la movilidad. EI dolor puede ser leve al
movimiento hasta dolor intenso y persistente durante el reposo; se puede exacerbar con la
presion y el movimiento. La tumefaccidn articular se desarrolla debido al tejido sinovial
proliferante, el cual se encuentra engrosado, con edema y, a menudo, con tension debido al
incremento de liquido sinovial®.

Por otro lado, diferentes estudios y, sobretodo, aquellos donde se evalGan por
microarreglos de expresion de células de pacientes con AR, sugieren que la AR se puede

subclasificar, siendo los dos subtipos mas reconocidos aquellos que tienen que ver con el



tiempo que ha pasado desde el inicio de las manifestaciones clinicas (AR de inicio reciente
y AR establecida). Asimismo, la enfermedad se asocia a la presencia de niveles positivos de
Anticuerpos anti-péptidos citrulinados ciclico (aCCP) y a aquellos que no presentan estos

autoanticuerpos (seronegativos).

1.2.  Factores de riesgo

AUn se desconocen los factores especificos que favorecen el desarrollo de la AR. Lo
que si se sabe es que se acompafia de autoinmunidad y que en su desarrollo intervienen
factores genéticos y factores ambientales e inmunoldgicos y que la interaccion de ambos
puede ser determinante en el desencadenamiento de la enfermedad”. Asimismo, las
diferencias en la prevalencia de AR entre las diferentes regiones y poblaciones del mundo
han centrado en estudios de interés en los factores ambientales y las interacciones genético-
ambientales; varios determinantes ambientales importantes involucrados en el desarrollo y
la gravedad de la AR han sido ampliamente estudiados como: tabaquismo, alcohol, dieta,
socioecondmicos, etc. estos factores se han asociado independientemente con AR 0
muestran efectos que aumentan el riesgo de AR®.

El Comité Permanente de Investigacion de la Liga Europea contra el Reumatismo
(EULAR, del inglés European League Aganist Rheumatoid Arthritis) establecio un grupo
de estudio en febrero de 2011, sobre los Factores de Riesgo asociados a la AR para
impulsar la investigacion de las fases preclinicas y clinicas aparentes de la enfermedad®.
Con el fin de estandarizar la terminologia de los cambios que ocurren antes de que las
manifestaciones clinicas de la AR se presenten, este Comité elabord una recomendacion
para su nomenclatura. Se establecieron seis fases en el desarrollo de la AR (Figura 1).

Las categorias se asocian a factores de riesgo genéticos y ambientales para la AR
(fases A y B), autoinmunidad sistémica asociada con la AR (fase C), los sintomas sin
artritis clinica (fase D), la artritis indiferenciada y la AR (fases E y F). Las categorias
propuestas se proponen a manera de un marco amplio basado en el conocimiento actual

sobre la etiologia de la AR™.
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Fase A: Fase B: Fase C: Fase D: Fase E: Fase F:
Factores de riesgo  Factores de riesgo Autoinmunidad Sintomas sin Al AR
Genéticos Ambientales Sistémica Artritis
Autoinmunidad Anormalidades de
Localizada imagen (US/RMN)

Figura 1. Las 6 fases del desarrollo de la AR. US (ultrasonido); RMN (resonancia
magn(i’:gca nuclear); Al (artritis indiferenciada). Modificado de Mankia and Emery,
201277,

A Factores de riesgo genético

Desde el punto de vista genético, la AR es considerada una enfermedad poligénica,
es decir, son varios los genes que estan involucrados en el desarrollo de la enfermedad®?.
Entre ellos, el que mejor se ha caracterizado como elemento de predisposicion para esta
enfermedad es el Antigeno Leucocitario Humano (HLA), dado que se ha descrito la
asociacion entre diferentes polimorfismos de los alelos HLA-DR y HLA-DQ y su
propension para el desarrollo de la AR™. En particular, se identificado la asociacién con
haplotipos especificos (DR1, DR4 y DR10) de los alelos del HLA, es decir, una mayor
frecuencia en el desarrollo de AR en personas que presentan la secuencia QKRAA (GIn-
Lys-Arg-Ala-Ala) en la proteina HLA-DR1. Esta secuencia de aminoécidos se le conoce
como epitope compartido (EC), y se localiza en la tercera parte de la region hipervariable
de la cadena B de la molécula HLA. Esta region se localiza en el surco del péptido
antigenico con la molécula del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) y resulta
fundamental para el acoplamiento y seleccion del péptido antigénico por la célula
presentadora de antigeno (CPA) y, que por tanto, tendra como consecuencia la generacion de
las clonas de linfocitos T, clonas que podran ser especificas para antigenos potencialmente
patdgenos o podrian también reconocer a antigenos propios; favoreciendo una respuesta

autoinmune®®.



El EC es reconocido como uno de los factores genéticos con mayor impacto en la
AR, sin embargo, se asume que variaciones de mas de 100 genes estan asociadas con el
desarrollo de la enfermedad™®. En el caso particular de la poblacién mexicana, el haplotipo
HLADRB1*0404 (EC) y los polimorfismo de un solo nucleétido del gen para TNF-a (-308
y -238) parecen ser los factores genéticos mas frecuentes y han sido asociados con esta
enfermedad™®. Desde otro punto de vista, el trabajo realizado por Gorodezky et al. 1981,
evaluaron el HLA en pacientes mexicanos con AR y determin6 que en los pacientes con
AR existe muestran un incremento del 25.80 % en la frecuencia del gen DR4 por lo que el
riesgo relativo del DR4 es alto (14.62, P<0.02), siendo todos los pacientes positivos para el
factor reumatoide. Estos autores sugirieron, que multiples genes estan asociados con el
desarrollo de la AR, lo cual, puede tener efecto sobre la respuesta autéloga de IgG,
parcialmente podrian explicar el desarrollo de la enfermedad™®. En otro estudio de nuestro
grupo de investigacion, se compard poblacion mestiza de Morelos, poblacion indigena
canadiense y caucasicos canadienses. Mientras que la poblacion caucédsica mostré una
fuerte asociacion con el EC, las poblaciones mexicanas e indigena canadiense no mostraron
asociacion con el EC. A la luz de los estudios de prevalencia en la poblacion mexicana, se
podria sugerir que el desarrollo del paciente con AR puede ser mas heterogéneo de lo que

se piensa.

B. Factores de riesgo no genéticos

Algunos estudios sugieren que los factores genéticos contribuyen solo un 30-50%
en la susceptibilidad para el desarrollo de la AR ®. Se ha establecido que factores no
genéticos también contribuyen para el desarrollo de AR, como los factores ambientales,
destacando principalmente el tabaquismo™® o alteraciones en el microbioma oral e
intestinal inducen modificaciones postraduccionales de proteinas del tejido conectivo
(citrulinacién, carbamilacion, entre varias otras), estilo de vida, etc.?”. En ese sentido, se
ha observado que una proporcion significativa de las células B y T de memoria esta dirigida
a péptidos citrulinados en pacientes con AR Y. En apoyo de esta hipétesis esta el hecho de
que uno de los marcadores mas especificos para AR, es la presencia de aCCP®?.

Los agentes infecciosos como bacterias y virus, también han sido implicados en el

desarrollo de esta enfermedad a través de diagnosticos moleculares o su presencia en el



liquido sinovial de pacientes con AR, En ese sentido, se tiene la hipotesis que la manera
en que estos agentes contribuyan a la AR es a través del mimetismo molecular. En donde se
sugiere que la autoinmunidad se origina por la semejanza molecular entre los agentes
infecciosos y moléculas enddgenas, lo cual podria facilitar que el sistema inmune se
“equivoque” y genere una respuesta inmune en contra de antigenos propios del hospedero;
provocando que las células T y B activadas por un agente patdgeno pueden reconocer a un
antigeno propio con estructura similar de algin antigeno externo (reaccion cruzada), lo cual
ocasiona la ruptura de la tolerancia a los antigenos propios®®.

El tabaquismo es uno de los factores de riesgo medioambientales para el desarrollo
de la AR méas ampliamente estudiado y reconocido. Se ha observado que el tabaquismo
afecta la respuesta inmune tanto celular como humoral y podria tener efectos pro-
inflamatorios e inmunosupresores a través de mecanismos diversos®2". Hay evidencia de
que el tabaguismo puede ser critico durante las fases preclinicas de desarrollo de AR, como
se describe en la Figura 2¢7)

El humo del tabaco presenta altas concentraciones de sustancias tdxicas, lo cual
ademas de aumentar la activacion y generacion de radicales libres de oxigeno enddgenos,
puede interactuar con la cromatina nuclear y alterar de manera epigenética a las células®®®.
Adicionalmente, la exposicion al humo de tabaco estimula la expresion y actividad
enzimatica de la proteina Peptidil-Arginina-Deiminasa-4 (PAD4) humana, lo cual
ocasionaria un incremento en la citrulinacion (desaminacion de residuos de arginina) de
proteina séricas o de matriz extracelular presentes en el pulmén®=9. Varios estudios han
reportado que el tabaquismo potencia el desarrollo del AR en aquellos pacientes que

presentan EC® 32,



X - o Apc‘ YK VYYA(;WA I
S o 00 €9 ¢
\ = -
L
RO 2
& —0 "0 — Vo0 — [ — -
F
Neoantigen presentation - s
HLA-DRB1 Alveolar/airways PAD activation,
3 Immune tolerance loss,
shared epitope mucosal citrullination to form through HLA-DRp1, ; Clinical ACPA-
and other genes inflammation neoantigens Tand B cell activation, JOW Specwony; positive RA
/ / ACPA production / arthralgias /
5 » » » > 5 » » » »
> > o g | g > > g > >

Cigarette smoking (and other environmental factors)

Figura 2. Mecanismos bioldgicos propuestos que relacionan el tabaquismo en las fases
preclinicas de la enfermedad. Un individuo asintomatico con alto riesgo genético, como
el epitope compartido HLA-DRBI1, esta expuesta a los factores desencadenantes
ambientales, como el consumo de cigarrillos. Esto induce la inflamacion de la mucosa en las
vias respiratorias y los alvéolos del pulmon. Activacion de enzimas, incluyendo PAD,
estimulan citrulinacién de proteinas en estos sitios para formar neo-antigenos. Células
presentadoras de antigeno (CPA) en el sistema inmune innato presentan estos neo-antigenos
a través de la proteina HLA-DRP1 a las células T que resulta en la desregulacion del
sistema inmune adaptativo y conduce a la inflamacion sistémica. Células B estimuladas en
las mucosas respiratorias producen CPA. La inflamacion sistémica conduce a los sintomas
no especificos tales como la fatiga y artralgias. Los autoanticuerpos exhiben especificidad
de las articulaciones periféricas llevando eventualmente a la sinovitis y el diagndstico
clinico de la CPA positivos AR. Tomado de Sparks y Karlson, 2016@".

Adicionalmente, se ha sugerido que alteraciones en los niveles de algunos
microorganismos bacterianos de la microbiota bucal, favorecen la citrulinacion de proteinas
del hospedero®. En este sentido, la “periodontitis” enfermedad provocada por el
desbalance de la bacteria Porphyromonas gingivalis, puede llevar al desarrollo de la AR;
esto se debe, porque la bacteria expresa y secreta la enzima PAD, favoreciendo la
citrulinacion®?. En un estudio reciente de nuestro grupo no se observé una asociacion
significativa con la presencia de P. gingivalis, pero si para Tanerella forsythia, otra bacteria
causante de infecciones periodontales®. Muy recientemente, otro grupo también identificé
otra tercera bacteria oral (Aggregabacter actynomycetes) con capacidad para inducir de
manera indirecta, via la estimulacion de la capacidad de los neutr6filos de ocasionar
“hipercitrulinacién” de proteinas extracelulares®®. Estas observaciones sustentan el hecho
de que uno de los marcadores seroldgicos mas especificos para el diagnostico de la AR en

la actualidad sea la presencia de aCCP@®,



Por otro lado, también se han propuesto que elementos propios del sistema
inmunoldgico podrian ser factores importantes en el desarrollo de la AR. El
desencadenamiento de la patologia implica la pérdida de la tolerancia inmunoldgica, es
decir, el conjunto de mecanismos para inhibir la respuesta inmune frente antigenos propios
del hospedero o que en condiciones fisioldgicas no activarian las sefiales de peligro
requeridas®®. Se ha descrito que la participacion de la memoria inmunolégica y
microambiente inmunologico podrian contribuir en el desarrollo de la AR, desempefiando un
papel activo en la evolucion de la enfermedad, debido a la participacién de diferentes
elementos del sistema inmune y citocinas pro-inflamatorias implicadas en la regulacion del
sistema inmunolégico®”.

Finalmente, se ha sugerido que la participacion de los factores hormonales
femeninos contribuye al desarrollo de la AR®®. Al parecer, las hormonas femeninas, en
particular los estrogenos, tienen efectos estimulantes e inhibidores sobre el sistema
inmune®®. Los estrégenos en los niveles periovulatorios a los del embarazo estimulan las
células B y la respuesta Th2 y apoyan la supervivencia de clones de células T y B

autorreactivas“® 49

. Por otro lado, se propone que los estr6genos ejercen una cierta
proteccion frente a la AR, pues se ha constatado que tanto el consumo de anticonceptivos
como el embarazo disminuyen el riesgo del desarrollo de la enfermedad e incluso reducen o

retrasan sus manifestaciones de AR®®).

1.3. Epidemiologia de la AR

La prevalencia de la AR es aproximadamente entre el 0.5 y el 1% a nivel mundial,
de la poblacién adulta, siendo mas frecuente en mujeres que en hombres (3:1)“* *¥. En
nuestro pais, el estudio de prevalencia mas completo se realizé entre 2009-2011, para lo
cual se siguié la metodologia tipo COPCORD vy evaluando poblaciones de 5 diferentes
regiones (Nuevo Leon, Chihuahua, Sinaloa, CMX y Yucatan). La metodologia COPCORD
identifica a los pacientes que cumplan con los criterios para ser considerados AR por
evaluacion clinica directa, en lugar de esperar que los pacientes acudan al servicio
hospitalario. Este estudio mostré una prevalencia de 0.7 y 1.0% para Nuevo Le6n y CMX,
respectivamente; de 1.8-1.9% para Chihuahua y Sinaloa, respectivamente y de 2.8% para

Yucatan. La prevalencia nacional fue de 1.6%. Este estudio muestra que hay una importante



heterogeneidad entre diferentes regiones de nuestro pais, lo cual podria sugerir que los
factores (genéticos o no-genéticos) que propician su desarrollo pueden ser muy diferentes;
en base a los resultados que obtuvieron, actualmente se considera que México tiene una
prevalencia promedio de AR de 1.6%“Y. Es importante resaltar que, aunque se sugiere que
la AR no es una enfermedad mortal, se ha descrito que la gravedad de la enfermedad, la
actividad y la discapacidad estan fuertemente vinculadas a la mortalidad prematura en
pacientes con AR“). Varios estudios reportan que la mortalidad se incrementa en los
pacientes, con respecto a individuos sanos, ademas de que las complicaciones

cardiovasculares y sistemas aumentan considerablemente“®.

1.4.  Fisiopatologia de la AR.

La membrana sinovial, correspondiente al epitelio de células fibroblasticas que
recubre la parte interna de las articulaciones; la capsula articular presenta un revestimiento
celular unico en la superficie luminal, las células sinoviales denominadas sinoviocitos, son
responsables de la produccion de liquido sinovial, absorcion de la cavidad articular y los
intercambios de sangre / liquido sinovial®”. La membrana sinovial, esté constituida por dos
tipos de células caracteristicas: sinoviocitos de tipo A y B. Los sinoviocitos de tipo A
(macréfagos) presenta funciones fagociticas e interactian con las CPA; mientras que los
sinoviocitos de tipo B (fibroblastos) son las células mas abundantes en la membrana
sinovial y son productoras del acido hialurénico, siendo el principal componente del liquido
sinovial“®).

La sintomatologia clinica de la AR coincide con dos eventos importantes en la
membrana sinovial: la hiperproliferacion de los sinoviocitos tipo B y la activacion e
infiltracidn de células mononucleares sanguineas, tales como neutréfilos, células T, células

“9  Las

B, monocitos, células dendriticas, células natural Killer y células plasmaticas
venulas endoteliales superiores (VEA) son vasos post-capilares especializados que se
generan en el tejido linfoide secundario o tejidos no linfoides inflamados y facilitan el
transito de los leucocitos de la circulacion hacia los tejidos, propiciando asi la infiltracion
de células mononucleares hacia la membrana sinovial, lo cual favorece la proliferacion de
sinoviocitos de tipo B y, por tanto, la sinovitis. Como consecuencia de la hiperproliferacion

de sinoviocitos tipo B, se genera un nuevo tejido llamado pannus, caracterizado por ser una
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fuente importante de metaloproteasas de matriz extracelular (MMPs) y activadores de

osteoclastos, 1o que eventualmente conduce a la erosion del cartilago y hueso, Figura 3.

Metaloproteasas de Subcadenamiento
la matriz

Revestimiento

Pannus

f"// endotelial
alta

Molécula
Adhesiva

Leucocitos

Figura 3. Principales caracteristicas anatomicas de la articulacion inflamada en la
AR. La ampliacion de la membrana sinovial destaca los principales tipos celulares que la
conforman, es decir los sinoviocitos tipo A y tipo B (fibroblasto) de la capa de
revestimiento. Se muestra infiltrado de leucocitos y VEA con una mayor expresion de la
molécula de adhesion que facilita el reclutamiento de leucocitos a la membrana sinovial
inflamada. La interface erosiva entre pannus y cartilago / hueso se muestra con expresion
de alto nivel de metaloproteasas de matriz. Modificado de Lee y Weinblatt, 2001®,

Adicionalmente, en este nuevo tejido inflamatorio se alojaran linfocitos T y B
activados, favoreciendo la formacién de estructuras conocidas como centros germinales,
perpetuando la respuesta inmunoldgica especifica y autorreactiva dentro del mismo tejido
sinovial®.Por otro lado, durante la fase inicial o autoinmune en el desarrollo de la AR, las
CPA captan antigenos propios (autoantigenos) que son presentados al MHC-II vy
posteriormente a los linfocitos T CD4" (cooperadores)®®. Se asume que estos
autoantigenos pudieran ser endégenos (proteinas citrulinadas o carbamiladas)®?.
Adicionalmente, con base al conocimiento que se tiene sobre los mecanismos de activacion
de los linfocitos T CD4", se sugiere que la presentacion de estos autoantigenos deberia
coincidir con la perdida transitoria de la tolerancia inmunoldgica, lo cual permitiria la
activacion y seleccion de clonas de linfocitos T especificos en contra de antigenos

(52)

regionalmente abundantes en las articulaciones™”, provocando que se desencadene la

produccién de autoanticuerpos por la activacion de células plasmaticas (linfocitos B), lo
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que permitiria la formacién de inmunocomplejos a nivel sinovial ya que es una fuente
importante de antigeno®”.

Posteriormente, el proceso inflamatorio aguado en lugar de que la inflamacion sea
transitoria y autolimitada, como en los individuos sanos, los pacientes con AR progresan
hacia un proceso cronico, donde los linfocitos T autorreactivos de memoria (presumiblemente
en contra de autoantigenos con modificaciones de colagena, a-enolasa, fibrina, vitamina,
etc.), conducirian al desarrollo de una inflamacion auto-sostenida. En este contexto, el
incremento de las citocinas pro-inflamatorias IL-1p, IL-2, IL-6, INFy y TNFa, juegan un
papel clave en los procesos de activacién de los linfocitos en el liquido sinovial, la

hiperplasia sinovial y el reclutamiento de nuevas células®**®.

A Participacion de las citocinas en AR

Dado que la enfermedad implica la pérdida de la tolerancia inmunoldgica, se ha
sugerido que la respuesta inmunoldgica y el microambiente favorecen el desarrollo de la
AR, al tiempo que participan de manera activa en la respuesta al tratamiento. Entre los
diferentes elementos que participan en la regulacion de la respuesta inmune, es importante el
papel que desempefian las citocinas pro-inflamatorias®®”.

Las citocinas, son proteinas de bajo peso molecular que son secretadas en mayor
medida por células del sistema inmune como respuesta a diferentes estimulos. Sin embargo,
varias otras células, incluso de origen no hematopoyético, pueden secretarlas®®. Las
citocinas se asocian a una amplia gama de efectos y relaciones, tales como: el sinergismo,
el pleiotropismo, la redundancia, el antagonismo y la activacion de vias de sefializacion. En
coincidencia con las citocinas, durante el proceso inflamatorio también se expresan y secretan
quimiocinas, las cuales funcionardn como quimioatrayentes de diferentes tipos de células

hacia la articulacion®”.

Aunqgue los efectos inducidos por las citocinas dependen
fundamentalmente del tipo celular, algunas de ellas presentan efectos similares en su
capacidad para inducir una respuesta inflamatoria entre los diferentes tipos de células
(estimulacion del metabolismo celular, de la actividad efectora o proliferacion). Estas
moléculas son reconocidas como citocinas pro-inflamatorias (aunque esta clasificacion es
completamente artificial)®*®?. Para explicar las diferentes interacciones celulares, las

citocinas son elementos de gran importancia, no solo para explicar la respuesta

12



inflamatoria, si no para entender los eventos que llevan a la cronicidad durante la

patogénesis de la AR, como se puede observar en la tabla 1.

Tabla 1. Relacion de citocinas en el desarrollo de la Artritis Reumatoide®®: 57 59-66),

Citocina XU Célula productora Funcion

[pg/mL]
MF; MN; células B; Fiebre. 1 Citocinas pro-inflamatorias de FS,

IL-1B 122 FS y condrocitos MMP, iNOS, PG, activacion de osteoclastos.
IL-6 16476.1 MN; FS; Células Proliferacion de linfocitos B y T; produccién
' ByT de Ac; activacion de linfocitos CD8+.
IL-8 500 MN: MF: FS Inglu_ce la quimiotaxis y activacion dg,
neutréfilos y linfocitos T en la articulacion.
IL-10 502 Linfocitos T y B; Induce la proliferacion de linfocitos Th2;
' MN; CD 1 Proliferacion de MN por IL-1; iNOS.
IL-12 Célula Maduracion y proliferacion de células Thi,;
0.02 hematopoyética, MF; | citotoxicidad de células T y NK; activacion de
(p40) CD células B.

1 Citocinas de FS y MMP; 1 Citocinas pro-
IL-17A 511.7 Células TH17 y FS inflamatorias; Maduracion de NK; activacion
de linfocitos CD8+.

Linfocitos CD4: CD8: Posee efectos inmunomoduladores;

INFy 66.05 NK quimiotactico de MN; texpresién de MHC-1;
diferenciacion de MN a MF.
Leptina 312.4 Tejido adiposo blanco EnMNyMF: 1 la slelf:_rfglon de TNFa, IL-6 'y
1 La fagocitosis del MF; tCitocinas pro-
MIF 589.5 MF; células T; FS inflamatorias; INOS; PG; proliferacion del
FS.
MCP-1 37487 CD8+: MN Induce la quimiotaxis y ac_tllvacmn de MN en
la articulacion.
FS; NK; neutrofilos; 1 Citocinas pro-inflamatorias de FS;
TNFa 3.94 MN; Linfocitos activacion de osteoclastos y la diferenciacion;
TyB MMP; PG; apoptosis.

INFy: Interferon gamma; MIF: Factor de inhibicion de la migracion de macrdfagos; MCP-1: proteina
quimioatrayente de monocitos 1; TNFa: Factor de necrosis tumoral alfa; MF: Macrofagos; MN: Monocitos;
NK: Natural Killer; FS: Fibroblasto sinoviales; CD: Células dendriticas; MMP: Metaloproteasas; iNOS:
Oxido nitrico; Ac: Anticuerpos; PG: prostaglandinas; MHC: Complejo de histocompatibilidad; 1: Sobre
expresa o incrementa; RIQ: Rango intercuartil.

Las interacciones entre células y citocinas durante la patogénesis de la AR (figura
4), provoca la migracion de células inmunes al sitio inflamado, donde interactian con
sinoviocitos locales. Esta interaccién conduce a la produccién de citocinas que activan las
células inmunes y mesenquimales y promueven su propia secrecion. Los monocitos

secretan IL-6 e IL-1p y promueven la diferenciacion a un fenotipo Th17. Las células Th17
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secretan IL-17 que contribuye a la cronicidad, activando a los sinoviocitos y secretando IL-
6, mientras que los monocitos, produciendo mas IL-1 y TNF. IL-1 y TNF actuan en
sinergia sobre los sinoviocitos que secretan IL-6 y el Factor estimulante de colonias de
granulocitos y macrofagos (GM-CSF). Ademas también sinergizan las acciones de I1L-17
aumentando la produccién de IL-6. Los sinoviocitos secretan IL-6, que ejerce una
retroalimentacion positiva que contribuye a la hiperplasia. IL-6 también activa las células
Th17 para producir IL-17. Ademas, la IL-6 actua sobre los osteoblastos para producir el
Receptor activador para el factor nuclear kB (RANKL), que estimula los osteoclastos,
promoviendo la destruccion ésea. Los osteoclastos también son activados por IL-1 y
TNF.©®,
_tymehocyes
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Figura 4. Interaccion entre células y citocinas durante la patogenesis de la AR. Las
citocinas interactian entre si; IL-17 aumenta la produccion de IL-1 y TNF por los
monocitos. IL-17, IL-1 y TNF estimulan las células del estroma para producir IL-6. Este
efecto sinérgico se extiende a la produccion de quimiocinas como CCL20, que atrae a
células Thl7. La sinergia entre IL-1 y TNF induce la expresion de moléculas de adhesion
endotelial 0o GM-CSF por las células sinoviales. Los efectos sinérgicos entre IL-17, TNF e
IL-1 se han demostrado en los sinoviocitos, condrocitos, osteoblastos o mioblastos.
Ademas, una accién complementaria de GM-CSF e IL-17 conduce a una mayor
inflamacién en la AR, que estimula la granulopoyesis y la expansion de CD. De este modo,
las citocinas clave implicadas en la patogénesis de AR actlan a menudo en sinergia para
aumentar y mantener la inflamacion. Noack y Miossec, 2017,

14



B. Papel del TNFa en AR

El Factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) es miembro de un grupo de citocinas que
estimulan la fase aguda de la inflacion®®. Es una proteina glicopéptidica formada por 185
aminoacidos, y derivada de un propéptido formado por 212 aminoacidos. Genéticamente, el
TNFo estd relacionado con el cromosoma 6p21®7. Las funciones bioldgicas de TNFa
dependen de su unidn a 2 receptores distintos triméricos de membrana: los receptores 1y 2
de TNFa (TNFR-1 y TNFR-II, conocidos también como p55 o p60 y p75 o p80,
respectivamente) se localizan en diversos tipos de células, tales como neutrdfilos,
leucocitos, células endoteliales y fibroblastos, entre otras®®®. Ambos receptores se expresan
en practicamente todas las células del ser humano; el TNFR-I se expresa en las células
nucleadas, mientras que el TNFR-II es altamente regulado y sélo se expresa en células del
sistema inmune, endoteliales y nerviosas®. EI TNFR-I contiene un dominio de muerte
celular que media la apoptosis, mientras que el TNFR-I1 carece de este dominio y no puede
mediar dicho fendmeno, pero se ha establecido que este receptor, es una via importante de
expansion o concentracion de células T reguladoras (Treg) y la secrecién de citocinas pro-
inflamatorias®. Por otro lado, es bien conocido que la unién del TNFa a los receptores
membranales deriva en la fosforilacion de IkB y su consecuente degradacion por el
proteasoma, lo que permitird liberar al factor de transcripcion nuclear (NFxB), que podra
entrar al nucleo celular y estimular la transcripcion de una serie de genes vinculados en la
respuesta de sobrevivencia celular o estimulacién de citocinas pro-inflamatorias,
favoreciendo asf la inflamacion®®.

El TNFa se reconoce como una citocina central en la fisiopatologia de la AR,
(Figura 5), debido a su amplia variedad de efectos sobre las diferentes células involucradas
en la enfermedad, asi como por su gran contribucion en la respuesta pro-inflamatoria. Entre
sus efectos se puede describir: la activacion leucocitaria y endotelial, la activacion y
sobrevivencia de sinoviocitos, la secrecion de citocinas y quimiocinas pro-inflamatorias, la
angiogénesis y la activacion de nociceptores®”
promueve la secrecion de IL-1p, IL-6, IL-8, IL-17, INFy, Leptina y GM-CSF. Combinado

. TNFo, entre varias otras citocinas,

con el microambiente de citocinas pro-inflamatorias, el TNF promueve la
osteoclastogénesis y sobre expresion de los receptores TNFR-1 y Il. Asimismo, es un

potente inductor de la diferencia de osteoclastos, al tiempo que también inhibe la
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diferenciacion y la funcion de los osteoblastos, afectando el balance entre la destruccion y
la formacién del hueso®). Sin embargo, sus efectos sobre el metabolismo 6seo son
dependientes de las interacciones celulares locales, la diferenciacion osteogénica de células

madre mesenquimales humanas aisladas y su interaccion sinérgica con IL-17%%.
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Figura 5. Papel del TNFa en la patogénesis de AR. Esta citocina es secretada por
macrofagos y sinoviocitos fibroblasto, tiene multiples funciones como el incremento de
receptores solubles, liberacion de citocinas pro-inflamatorias (IL-1p, IL-6, IL-8 GM-CSF,
etc.), decremento de receptores de superficie, angiogénesis, produccién de MMP y PG.

1.5. Tratamientos

La estrategia terapéutica para el tratamiento de la AR ha cambiado
significativamente a lo largo de los Gltimos 20 afios. Ahora el objetivo no es sélo es controlar
la inflamacidn sino prevenir la discapacidad y dafios estructural y, sobre todo, alcanzar la
remision (ausencia de actividad inflamatoria). En este sentido, el comin denominador
universalmente aceptado como eficaz para alcanzar estos objetivos es el diagnostico
tempranot™ /2.

Los Analgésicos Antiinflamatorios no esteroideos (AINES), disminuyen el dolor y
la inflamacion, mediante la inhibicidn de las ciclooxigenasas (COX1 y 2) y el bloqueo de la
secrecion de mediadores inflamatorios como las prostaglandinas. Sin embrago, se reconoce
que su accidn solo bloquea los sintomas pero no induce un efecto significativo sobre el
curso de la enfermedad™. Por el contrario, su empleo prolongado puede favorecer

(74)

alteraciones gastrointestinales y producir efectos cardiovasculares, principalmente

infartos"™ 7. Por otra parte, los glucocorticoides son otra alternativa farmacoldgica para
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controlar los sintomas de pacientes con AR, debido a su potente efecto anti-inflamatorio y
analgésico’”). Sin embargo debido a que presentan diversos efectos adversos (favorece
infecciones, riego cardiovascular, neoplasia, etc.)"®, se recomienda su empleo a dosis bajas
y periodos cortos?.

La primera alternativa de tratamiento empleada por los reumat6logos son los
farmacos modificadores de la enfermedad (FARMES), los cuales ademéas de disminuir la
inflamacion, protegen de los dafos estructurales y pueden llevar a la remision en el 50-80%
de los pacientes, sobre todo en aquellos que iniciaron su empleo poco tiempo después del
inicio de los sintomas® 8. Sin embargo, existe un porcentaje significativo de pacientes
que muestran resistencia a sus efectos, al tiempo que uso prologado con lleva efectos
gastrointestinales®. Por otra parte, la alternativa farmacoldgica més reciente para el
control de la AR es el empleo de los agentes biolégicos®. Se tratan de proteinas de origen
biotecnologico disefiadas para bloquear de manera selectiva factores inmunologicos clave
en la generacion de la inflamacion, por ejemplo: anticuerpos o receptores solubles para
bloquear citocinas® 8. A pesar que actualmente se cuenta con tratamientos altamente
efectivos basados en el bloqueo selectivo de citocinas que participan en la inflamacion
articular®: debido a su complejidad y costo, los FARMES; en especial en metotrexato
(MTX); siguen siendo la primera opcién terapéutica aceptada para el tratamiento de los

pacientes con AR®?.

A FARMES

Estos farmacos inicialmente fueron empleados para el tratamiento de otras
enfermedades, pero fueron adoptados por los reumato6logos debido a su alta eficacia en su
efecto modulando la respuesta inmune y en consecuencia la inflamacion. Entre este grupo
de farmacos se puede encontrar al MTX, la Sulfasalazina, los antimalaricos (cloroquina e
hidroxicloroguina), la Leflunomida, entre otros. Aunque sus mecanismos de accion
precisos para inhibir la respuesta inmune solo se han explicado de manera parcial, se
reconoce que estos farmacos acttan inhibiendo la secrecion de citocinas pro-inflamatorias,
la proliferacién celular o disminuyendo la interaccion entre las células T con las células

presentadoras de antigeno. Actualmente, este tipo de medicamentos constituyen la primera
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alternativa de tratamiento para el control de la AR, ya sea en esquemas de monoterapia o
combinados®” 89,

De los farmacos antes mencionados, el mas comunmente empleado para el
tratamiento de la AR es el MTX. Este compuesto tiene una estructura similar al acido félico
y su mecanismo de accion es interviniendo en el metabolismo de las purinas y pirimidinas,
lo lleva a una inhibicién de la sintesis del ADN en células en proliferacion®, Figura 6. De
esa manera, se ha demostrado que el MTX induce efectos inhibitorios en los tejidos con
indices elevados de proliferacion celular como son la medula 6sea, tracto gastrointestinal,
células fetales, esperamatogonias y células del sistema inmune. Este efecto es debido
principalmente a la inhibicion de la dihidrofolatoreductasa (DHFR), la cual es la enzima
encargada de mantener la concentracion intracelular de folatos en su forma reducida y
dando lugar a tetrahidrofolato, que al inhibirse conduce a dafio y la ruptura de las cadenas
de DNA®,

El MTX entra a la célula por transporte activo donde mantiene un gradiente de
concentracion y esta disponible para las reacciones dependientes de folato, prolongando la
retencion del farmaco dentro de la célula e incrementando su citotoxicidad. Ademas, por su
bajo costo, facil administracion e importante efecto sobre la inflamacidn, este es el farmaco
mas empleado y con mayor evidencia a su favor para el tratamiento de la AR®?.

Quizas su efecto mas relevante es el hecho de que no sélo disminuye la inflamacion
y dolor, sino puede alterar la historia natural de la AR, posiblemente por el efecto
citotoxico de las clonas autorreactivas, “modificando la enfermedad”. Sin embargo su
efecto en el control de la inflamacion es tardio teniendo que esperar al menos 6 meses
después del inicio del tratamiento antes de observar un efecto terapéutico significativo,

enfatizando la importancia de iniciar su uso desde el inicio de los sintomas®® %,
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Figura 6. Mecanismo de accion del MTX. Su entrada a la célula es a través del
transportador de folato reducido (a) usando una via endocitica activado por un receptor de
folato (b). Después de entrar en la célula, el MTX es poliglutamado (Glu) por la enzima
folilpoliglutamato sintasa (c). EIl MTX y sus poliglutamatos inhiben la enzima DHFR (d),
blogueando de este modo la conversion de dihidrofolato (FH,) a tetrahidrofolato (FH,). A
medida que se agotan las reservas de tetrahidrofolato, la sintesis de timidilato (TMP) (e) se
reduce, y esto en altima instancia inhibe la sintesis de ADN (f). Los poliglutamatos de
cadena larga de MTX tienen la misma afinidad que MTX por la DHFR, pero incrementan
notablemente los efectos inhibidores tanto sobre la timidilato sintasa (e) y la biosintesis de
purina (), que se requiere para la produccién de ARN. Tomado de Genestier et al, 2000©9.

B. Agentes bioldgicos

Los agentes biologicos o medicamentos biotecnoldgicos, tales como anticuerpos
monoclonales o dominios proteinicos recombinantes, los cuales afectan especificamente los
efectos inflamatorios producidos por las citocinas, quimiocinas. Esto lo logran a través del
blogueo de receptores membranales de las células del sistema inmunolégico, o formando
complejos con su blanco que al final impide que este se una a su receptor en la célula
blanco®). Debido a que hay cierto porcentaje de pacientes que no responde favorablemente
a los tratamientos con FARMES, sus alternativas eran muy limitadas hasta hace unos 20
afios®V. En ese sentido, los agentes biolégicos 0 FARMES biolégicos vinieron a cambiar el
paradigma de tratamiento de la AR®%,

En 1998 la Agencia de Control de Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos
(FDA, del inglés Food and Drug Administration), aprobo la venta del primer medicamento
biotecnoldgico para el control de las AR®®. Se trata de un anticuerpo monoclonal

quimérico con especificidad para reconocer y “secuestrar” a la molécula pro-inflamatoria
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TNFa (Infliximab); dado que fisiologicamente, la citocina TNFa regula, de manera directa
e indirecta, varias rutas que ocasionan la respuesta inflamatoria®. Por otra parte, los
macrofagos sinoviales juegan un papel importante durante el desarrollo de la AR, secretan

(56, 94) g

TNFa, que induce la produccion de citocinas pro-inflamatorias y MMP
tratamiento con antagonistas de TNF ha demostrado ser altamente eficaz desde el punto de
vista clinico y retrasar la destruccion articular en AR %), De esa manera, el bloquear de
manera selectiva este mensajero sugeria la posibilidad de controlar farmacol6gicamente la
inflamacion®®.

La aprobacion se basé en una revision de prioridad de datos de 54 semanas del
ensayo “Una enfermedad de Crohn Ensayo clinico Evaluacion de infliximab en un nuevo
régimen de tratamiento a largo plazo 11” (ACCENT I, del inglés A Crohn’s disease
Clinical trial Evaluating infliximab in a New long-term Treatment régimen Il), el ensayo
clinico més grande en 273 pacientes con la enfermedad de Crohn con fistulizacion, que se
realizd en 45 sitios en Norteamérica, Europa e Israel. La FDA otorga el estado de revision
de prioridad a los productos que se consideran un posible avance terapéutico significativo
sobre las terapias existentes. En la semana 14, el 65% (177/273) de los pacientes estaban en
respuesta a la fistula. Pero en la semana 54, el 38% de los pacientes tratados con Infliximab

no tenfan fistulas®”,
1.6.  Agentes bloqueadores de TNFa

En la actualidad existen en el mercado varios farmacos que inhiben las acciones de
TNFa, pero los mas utilizados para el tratamiento de enfermedades inflamatorias cronicas,
son Infliximab (IFX), Adalimumab (ADA) y Etanercept (ETA). Los mecanismos a través
de los cuales estos farmacos inhiben las acciones de TNFa son dos. IFX y ADA se unen al
TNFa formando un complejo anticuerpo-TNFa y por lo tanto no pueden interaccionar con
sus receptores. Mientras que ETA se une al receptor soluble de TNF, como se ilustra en la
figura 7 y por lo tanto TNF no puede unirse a su receptor. El uso de inhibidores de TNFa
ha significado un avance sustancial en el tratamiento de AR debido a su alta eficacia en el
control de esta enfermedad®®.

El papel clave del TNFa en el desarrollo de la AR es el motivo por el cual los

blogueadores de esta citocina a nivel sanguineo han mostrado un efecto muy positivo no
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s6lo para disminuir los sintomas inflamatorios de la enfermedad sino también para
modificar su evolucién y prevenir dafios estructural a nivel articular®. Por otro lado, se ha
demostrado que al bloquear ¢l TNFa, se induce apoptosis especifica de tipo celular en la
poblacién de monocitos / macréfagos®. Esto sugiere una via potencial que explicaria la
disminucién de la inflamacion sinovial y la disminucion del nimero de macréfagos
sinoviales evidente después del bloqueo del TNFo™%.

Por otro lado, la remision clinica representa una ausencia de actividad de la
enfermedad. Los criterios para la definicion de remisién que el comité de expertos del
Colegio Americano de Reumatologia (ACR, del inglés American College of
Rheumatology) y la EULAR consensud en el 2012 para su uso en ensayos clinicos en
pacientes con AR, En las enfermedades crénicas como la AR es necesario valorar la
respuesta al tratamiento, por lo que se han desarrollado herramientas que puedan evaluar
cambios en la actividad de la enfermedad. Para AR, tanto en los ensayos clinicos como en
la practica clinica, se han utilizado multitud de medidas que hacian muy dificil la
comprensién y la homogeneizacion de los resultados®®®.

El criterio EULAR se calcula utilizando el indice de puntuacion de actividad de la
enfermedad (DAS, del inglés Disease Activity Score) y su modificacion, el indice
puntuacion de actividad de la enfermedad sobre 28 articulaciones (DAS28, del inglés
Disease Activity Score 28), clasificando la mejoria en: ausente, moderada y buena. Para el
uso de estos criterios no sélo es necesaria una mejoria sustancial del indice DAS28, que se
define como un cambio de 1.2 puntos desde la semana basal a un tiempo determinado de la
evolucion de la enfermedad, sino que también es importante considerar el grado de
actividad del paciente después del tratamiento (alto, moderado o bajo)*®®. Una mejoria
ACR20 requiere una mejoria de, al menos, un 20% en el nimero de articulaciones
dolorosas y tumefactas. Una respuesta ACR 50, 70 o 90 requieren al menos una reduccion

del 50, el 70 o el 90%, respectivamente!%®,
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Figura 7. Mecanismos de accion de los farmacos anti-TNFa. El TNFa existe en dos
formas, soluble y transmembrana. Los receptores p55 y p75 son comunes para TNFo y
linfotoxina; al unirse a su receptor provocan la sefial de transcripcion celular. ETA es capaz
de unirse a TNFa y linfotoxina y evitar su union con los receptores celulares. IFX se une
s6lo a TNFa; al unirse a las moléculas adheridas a membrana de macréfagos y provocar su
lisis. (QI%)I mecanismo de accion de ADA es similar. Tomado de Marenco de la Fuente,
2005%.

A INFLIXIMAB

Su nombre comercial es REMICADE®; es un anticuerpo quimérico de origen
murino donde se han sustituido las regiones conservadas (Figura 8), tanto de las cadenas
pesadas como ligeras de las inmunoglobulinas, por la contraparte humana de 1gG1%: 209,
Al ser una inmunoglobulina de subclase 1gG1 puede también inducir la lisis de las células
que expresan TNFa unido a la membrana celular. Su mecanismo de accion es dependiente
de su capacidad neutralizante del TNFa libre e impide que se pueda unir a sus receptores de
membrana y, por tanto, bloquear sus efectos inflamatorios®®® % |FX fue aprobado por la
Agencia Europa de Medicamentos (EMA, del inglés European Medicines Agency) para el
tratamiento de pacientes con AR activa que hayan mostrado una respuesta inadecuada a los
Medicamentos Antirreumaticos Modificadores de la Enfermedad (DMARDs, del inglés
Disease-Modifying Antirheumatic Drugs) incluyendo el MTX. También esta indicado para
el tratamiento de la espondilitis anquilosante, la artritis psoriasica, la enfermedad de Crohn,

la colitis ulcerosa y la psoriasis. En pediatria esta indicado para la enfermedad de Crohn y
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la colitis ulcerosa. Se administra por via intravenosa a dosis que varian de acuerdo con la
enfermedad y la respuesta clinica. En la AR se utiliza en asociacion con MTX,
generalmente a una dosis de 3 mg/kg en las semanas 0, 2, 6 y posteriormente cada 8
semanas??. Los Parametros farmacocinéticos de IFX son: AUCq. 11,100 mg h/L, Cmax
77.3mg/mL, T % 0.2 dias, CL 0.37 L/dfas, Vd 0.36, eliminacioén 9.2 dias**" 112,

En relacion a los ensayos clinicos publicados que han probado la eficacia del IFX en
la prevencion del dafio articular; el ensayo anti-TNF en la AR con terapia concomitante
(ATTRACT, del inglés Anti-TNF Trial in RA with Concomitant Therapy), demostraron
que IFX a dosis de 3 mg/kg combinado con MTX inhibe tanto las erosiones como el
estrechamiento del espacio articular en forma méas eficiente que el MTX en
monoterapia(113). Estos datos coincidieron con los resultados del estudio “controlado
activo de pacientes que reciben IFX para el tratamiento de la AR de inicio temprano”
(ASpIRE, del inglés Active-Controlled Study of Patients Receiving IFX for the Treatment
of RA of Early Onset) que indican que la combinacion de IFX 'y MTX reduce la progresion
del dafio estructural, especialmente en la etapa temprana de la enfermedad*'®. La eficacia
de IFX en los diferentes ensayos clinicos se estudio en un metaanalisis que incluyo 2.129
pacientes procedentes de 6 estudios clinicos. Evaluaron la respuesta ACR (mejoria en el
namero de articulaciones dolorosas, tumefactas) entre las 14 y las 30 semanas de
tratamiento con IFX combinado con MT X, comparandolo con el grupo control tratado con
placebo en combinacion con el MTX. En el grupo tratado con IFX en relacion al grupo
control, el riesgo relativo (RR) de alcanzar la respuesta ACR20 (>20% de la mejoria en el
namero de articulaciones dolorosas, tumefactas) fue de 1.87 (59% de los pacientes tratados
con IFX vs 31% el grupo control). La respuesta ACR50 (>50% de la mejoria en el nimero
de articulaciones dolorosas, tumefactas) se observd con un RR de 2.68 (33% de los
pacientes tratados con IFX vs 12% el grupo control) y el RR de alcanzar la respuesta
ACR70 (>70% de la mejoria en el nimero de articulaciones dolorosas, tumefactas) fue de
2.68 (17% de los pacientes tratados con IFX vs 5% el grupo control)®),

Por otro lado, los efectos adversos mas comunes con IFX solo se observo en mas de
1 paciente de cada 10; las infecciones virales como (gripe o herpes labial), dolor de cabeza,
infeccion del tracto respiratorio superior (resfriados), sinusitis (inflamacién de los senos

paranasales), nauseas (sensacion de malestar), dolor abdominal (dolor de estomago),
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reacciones relacionadas con la infusién y dolor. Asimismo, el IFX no debe usarse en
pacientes que hayan experimentado hipersensibilidad (alergia) al IFX en el pasado, o que
sean hipersensibles (alérgicos) a proteinas de raton o a cualquiera de los demas
componentes y no debe usarse en pacientes con tuberculosis, otras infecciones graves o
insuficiencia cardiaca moderada o grave (incapacidad del corazén para bombear suficiente

sangre alrededor del cuerpo)*?.

Figura 8. Diseiio de 1a Molécula de TNFa-infliximab. Representacién de la superficie y
diagramas del Fab de infliximab (izquierda) y el complejo Fab de TNFa-infliximab
(derecha). La cadena ligera y la cadena pesada del Fab de infliximab se ilustran en
color dorado y magenta, respectivamente. El trimero de TNFa es de color verde, azul y
cian. Las superficies de contacto resaltan enazulen infliximab Fab y enrojoen
TNFa. Estructura correspondiente a las superficies que se muestran arriba con el mismo
esquema de color. Tomado de: Liang, S. etal, 2013™9,
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B. ADALIMUMAB

Su nombre comercial es Humira®; es un anticuerpo completamente humanizado
dirigido en contra de TNFa (Figura 9), donde solo las regiones CDR son de origen murino,
lo cual en principio significa menor antigénicidad**” **®_ A semejanza de IFX, ADA se une
con gran especificidad y afinidad al TNFa, bloquea eficientemente la funcion bioldgica del
TNFa soluble y unido a membranas, evitando asi su union con los receptores celulares de la
superficie celular. Ademas ADA forma complejos triméricos, relativamente grandes y
estables, con una aclaramiento rapido y eficiente del organismo*®. ADA fue aprobada por
la EMA en el 2003 para el tratamiento de pacientes adultos con AR moderada a grave que
no hayan respondido adecuadamente a otros DMARDSs. Puede utilizarse en pacientes con
AR grave que no hayan utilizado MTX previamente. También estad indicado para el
tratamiento de la espondilitis anquilosante, la artritis psoriasica, la enfermedad de Crohn, la
colitis ulcerosa, la psoriasis y en nifios con artritis idiopatica juvenil. La dosis recomendada

(120) | os Parametros

de ADA es de 40 mg cada dos semanas por via subcutanea
farmacocinéticos de ADA son: AUCy.1 1830 + 850 mg h/L, Cmax 7.7 = 3.4 mg/mL en a 90
+ 48 hrs, T % 1 dias, CL 0.22 L/dias, Vd 0.13, eliminacién 17.8 dias®* 2.

En relacion a los ensayos clinicos publicados que han probado la eficacia del ADA,
el estudio PREMIER™Y, un estudio multicéntrico, aleatorio, doble ciego que evaluaron la
eficacia de la terapia combinada de ADA + MTX frente a MTX o ADA en monoterapia en
pacientes con AR precoz (duracién de la enfermedad menor a tres afios) que no habian
tenido tratamiento previo con MT X, concluyé que los pacientes con AR que fueron tratados
durante seis meses con un tratamiento combinado de ADA y MTX, presentaron una
progresion radiografica significativamente menor que los pacientes tratados con MTX o
ADA en monoterapia. En el estudio ARMADA®??| evaluaron la eficacia a largo plazo de
ADA + MTX frente ADA o MTX en monoterapia y placebo + MTX en pacientes con AR.
La eficacia, tanto en la terapia combinada como en la monoterapia, el ADA se asocié con
mejoria significativa de acuerdo a las respuestas ACR20, ACR50 y ACR70 con respecto al
grupo placebo combinado con MTX. También se observo una reduccion significativa del
dafio estructural. En el ensayo de seguridad de adalimumab en la artritis reumatoide
(STAR, del inglés The Safety Trial of Adalimumab in Rheumatoid Arthritis), evaluaron la

eficacia del ADA en combinacién con otros DMARDs tradicionales diferentes al MTX.
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Comparando con el grupo placebo, la adicion de ADA al tratamiento de la AR consiguio
una mayor respuesta ACR20, ACR50 y ACR70 en la semana 24 de tratamiento. El estudio
STAR fue el primero en evaluar la eficacia de un anti-TNFa con otros DMARDs
tradicionales diferentes al MTX®%),

Por otro lado, los efectos adversos mas comunes con ADA solo se observo en mas
de 1 paciente de cada 10; son infecciones (incluidas la nariz, la garganta y los senos),
reacciones en el sitio de inyeccién (enrojecimiento, picazon, sangrado, dolor o hinchazon),
dolor de cabeza y musculos y huesos dolor. Asimismo, el ADA y otros medicamentos de su
clase también pueden afectar la capacidad del sistema inmunitario para combatir las
infecciones y el cancer, y ha habido algunos casos de infecciones graves y canceres de
sangre en pacientes que usan ADA. El ADA no debe utilizarse en pacientes con
tuberculosis activa u otras infecciones graves, o en pacientes con insuficiencia cardiaca

moderada a grave*??,
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Figura 9. Disefio de la Molécula de TNFa-adalimumab. Representacion de la superficie
y estructura de Fab de Adalimumab (izquierda) y el complejo Fab de TNFa-adalimumab
(derecha). La cadena ligera y las cadenas pesadas del Adalimumab Fab son de
color amarillo y rojo respectivamente, mientras que las moléculas de TNFa son de
color verde, azul y cian. Las superficies de contacto se resaltan en azul en Adalimumab
y rojo en TNFa. Estructura correspondiente a las superficies que se muestran arriba con el
mismo esquema de color. Tomado de: Hu, S. et al, 201329,
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1.7.  Inmunogenicidad

La inmunogenicidad se puede definir como la capacidad que posee una determinada
sustancia o molécula pueda inducir una respuesta inmune especifica humoral o celular?®.
En el caso particular de los medicamentos bioldgicos, la inmunogenicidad lleva a la
generacion de anticuerpos especificos en contra de estos farmacos a los que se les denomina
como anticuerpos anti-farmacos (AAF) y varios estudios han confirmado que la mayoria de
los bioldgicos son inmunogeénicos, y la incidencia de AAF puede alcanzar mas del 90%,
aproximadamente®?® 2" Es importante destacar que la incidencia de AAF puede variar
mucho entre productos de la misma clase y diferentes poblaciones de pacientes, lo que
obstaculiza las predicciones de inmunogenicidad y necesitan pruebas confirmatorias
clinicas. Tales diferencias se pueden reflejar en métodos bioanaliticos dispares y el enfoque
de interpretacion?®.

Por otro lado, cuando los farmacos administrados son de bajo peso molecular, la
posibilidad de generar inmunogenicidad es muy baja; sin embargo, esta se incrementa
cuando los farmacos son de naturaleza proteina % 3% Asimismo, debido al hecho de que
los medicamentos bioldgicos se administran por via parenteral (intravenosa o subcutanea)
sea mas probable que se expresen los AAF. Sin embargo, en caso de que los anticuerpos
presenten una alta afinidad por las regiones del farmaco requeridas para reconocer o
neutralizar el blanco terapéutico, esto podria ocasionar una disminucién de su
biodisponibilidad, incapacidad de unirse a su diana y como consecuencia una disminucion
o pérdida del efecto terapeutico del farmaco. En el medio clinico, la pérdida del efecto
terapéutico se conoce como falla terapéutica secundaria, es decir, los pacientes responden al
tratamiento al principio, pero con el tiempo van empeorando. En este contexto, varios
estudios recientes sugieren que la inmunogenicidad podria ser uno de los mecanismo
responsables de este efecto®™*®. En términos generales, se sugiere que los principales
factores que favorecen la respuesta inmunogénica en contra de los medicamentos
biotecnologicos son la estructura de la molécula, la formacion de complejos inmunologicos,
esquema de tratamiento®, factores genéticos, farmacos inmunosupresores asociados,
comorbilidades, la duracion del tratamiento. Asi también la via de administracion, dosis e

intervalos de aplicacion, la proteina misma, excipientes de formulacion, estabilidad y
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condiciones de conservacion pueden afectar de forma significativa esta respuesta
inmunogénica®**"),

Asimismo, debido al hecho de que la respuesta en contra de los farmacos
biotecnoldgicos es fundamentalmente policlonal, no es facil prever las consecuencias
clinicas de la inmunogenicidad del farmaco biotecnoldgico™®. Asi, se reconoce que la
capacidad para formar complejos multiméricos es muy diferente entre los isotipos o

subclases de AAF.

A Anticuerpos anti-farmaco neutralizantes de anti-TNFa,

Los primeros FARMES “biologicos” aprobados para el tratamiento de
enfermedades autoinmunes fueron los inhibidores del TNFa. Estos farmacos han permitido
en muchos casos, el control y la remisién de pacientes con AR®?. A nivel clinico, la
remision clinica se define como la ausencia completa de actividad de la enfermedad o nivel
bajo de actividad de la enfermedad que no es molesto para el paciente%?. Sin embargo, sea
reportado en varios estudios que su continua aplicacion puede generar AAF en algunos
pacientes, provocando la neutralizacién del farmaco™®. En el caso de anticuerpos
quiméricos (IFX) se produce anticuerpos contra la parte murina; estas proteinas derivadas
del ratén tienden a ser mas inmunogénicas, mientras que los anticuerpos totalmente
humanizados (ADA) desarrollan menos frecuencia de AAFY*?. Por otra parte, la frecuencia
con la que se pueden detectar anticuerpos contra IFX en el suero de los pacientes oscila
entre el 7% y el 53%. Con respeto a ADA, la frecuencia de la deteccidn de anticuerpos
contra ADA en el suero de los pacientes varia de 1% a 31%®%,

Por otra parte, los AAF pueden clasificarse en dos tipos: anticuerpos no
neutralizantes y anticuerpos neutralizantes®?® 138 141 142) Eqtqs (ltimos son los anticuerpos
que presenta selectividad hacia las regiones variables de las cadenas de inmunoglobulinas;
que son los dominios responsables de unirse al blanco terapéutico, como se observa en la
Figura 10. Varios estudios clinicos han confirmado que la presencia de AAF neutralizantes
se asocia con la disminucion en la eficacia del medicamento biotecnoldgico y la falla
terapéutica®® 9. El estudio realizado por Radstake et al. 2009““®, en pacientes con AR,
determinaron concentraciones séricas bajas de IFX incluso 2 meses después del inicio del

tratamiento se correlacionaron con la formacion de AAF y predijeron la falla terapéutica.
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Con respeto a ADA, un estudio de 2013 que incluyé a 221 pacientes con AR tratados con
ADA demostro una relacion entre los niveles minimos del farmaco y la eficacia clinica. En
ese estudio, los niveles minimos de 5-8 pg/ml fueron suficientes para mantener una buena
eficacia clinica en el paciente. Es importante destacar que estos niveles minimos fueron

influenciados sustancialmente por la medicacién concomitante con metotrexato®*®),
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Figura 10. Efecto de los AAF sobre el efecto funcional de los bloqueadores de TNFa.
A) La presencia de Anticuerpos anti-TNFa bloquean especificamente la molécula de interés
evitando su union al receptor de su célula blanco. B) La presencia de los AAF
neutralizantes ocasionara el bloqueo del anticuerpo anti-TNFa. llevando a la pérdida de su
eficacia terapéutica. Ortiz-Saldivar, E. A. et al, 2017"4).

Por otro lado, recientemente se publicé el afio pasado un articulo de revision por el
Colegio Mexicano de Reumatologia, donde realizaron la busqueda de estudios publicados
(147)

sobre la efectividad y seguridad de los medicamentos biocomparables
destacan 2 estudios realizados por los programas PLANETRA®® y PLANETAS®H?,

. Asimismo,

donde compararon la molécula biocomparable de infliximab (CTP-13) frente a la molécula
original de IFX, para evaluar la eficacia y seguridad del cambio del producto de referencia
a un biocomparable, el cual, fue realizado a un tiempo basal, despuées dan seguimiento y
posteriormente realizaron una extension del estudio, 7.

El estudio PLANETRA, llevado a cabo en pacientes con AR, reportaron la
presencia de AAF a la semana 14 para los grupos de CTP-13 e infliximab de (25.4% vs
25.8%), en la semana 30, reportan (48.4% vs 48.2% de AAF) y para la semana 54, reportan
(49.1% vs 48.3% de AAF), respectivamente. En el estudio de extensidn, el grupo pacientes
tratados con CTP-13 permanecié con el mismo tratamiento y en el caso grupo de pacientes

tratados con Infliximab, se cambi6 a la molécula CTP-13; mostraron presencia de AAF en
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la semana 78 de (44.7% vs 46.2%) y a la semana 102, reportaron (40.3% vs 44.8% de
AAF), respectivamente®™®. El estudio PLANETAS, fue llevado a cabo en pacientes
espondilitis anquilosante, reportaron presencia de AAF a la semana 14 para los grupos de
CTP-13 e infliximab de 9.1% y 11%, en la semana 30, reportan (27.4% vs 22.5% de AAF)
y para la semana 54, reportan (19.5% vs 23% de AAF), respectivamente. En el estudio de
extension se reporto la presencia de AAF en los grupos de permanencia (Pacientes tratados
con CTP-13) y en los de cambio (pacientes tratados con infliximab y cambiaron a CTP-13);
mostraron presencia de AAF en la semana 78 de (23.3% vs 29.8%) y a la semana 102,
reportaron (23.3% vs 27.4% de AAF), respectivamente®*®). Concluyeron que al cambiar la
molécula original de infliximab por su biocomparable CTP-13 no presentan efectos
deletéreos en la eficacia, la seguridad o la inmunogenicidad comparado con el uso continuo
de CTP-13%47,

B. Efecto clinico de los anticuerpos anti-farmaco

Varios estudios han mencionado la importancia clinica de los AAF, al observar sus
efectos sobre la farmacocinética del biolégico y, como consecuencia en la actividad clinica
del paciente™®. EI primer estudio fue realizado por St Clair et al. 2002, donde describen la
asociacion de las concentraciones valle de IFX y respuesta clinica; al usar los datos
obtenidos del DAS28, en combinacidn de un marcador bioldgico (PCR o0 VSG) y la opinion
global del paciente utilizando la “escala de actividad de la enfermedad”. Determinaron la
respuesta al tratamiento como buena, moderada o pobre respuesta en los pacientes®?,
utilizando los criterios de ACR/EULAR"%).

La frecuencia de AAF y concentracion de farmaco, varia entre los estudios en
funcion de la sensibilidad del método de deteccion o los kits comerciales disponibles, pero
la prueba més utilizada es la técnica de ELISA®®. Es notable observar que el porcentaje de
pacientes que desarrollan AAF puede ser muy alto para el caso de IFX, en comparacion con
ADA; lo cual se puede explicar por el hecho de que IFX es un anticuerpo quimérico,
mientras que ADA es totalmente humanizado®*®. En la tabla 2, se observa una relacién de
estudios de inmunogenicidad de pacientes con AR tratados con IFX o ADA, estos estudios
fueron realizados en diferentes partes del mundo para determinar la prevalencia de AAF.

Asimismo, los diferentes estudios coinciden con la dosis establecida por la EMA, pero se

30



observo que los médicos ajustaron la dosis en algunos pacientes que no responden
adecuadamente al tratamiento inicio. Por altimo, los AAF se asociaron con el incremento
de la actividad clinica (DAS28) en los pacientes, pero podemos observar que algunos
estudios no mostraron el efecto clinico por los AAF con respeto al DAS28, solo reportan
falla al tratamiento, pero para cumplir este criterio por la ACR/EULAR deben mostrar que
el incremento de actividad clinica ante presencia de AAF.

Por otro lado, se ha descrito que cuando hay presencia de AAF, las concentraciones
de farmaco libre generalmente no son detectables, dependiendo del punto de corte del kit
utilizado™?. En un estudio publicado este afio por Balsa et al. 2018, realizo la correlacién
entre AAF, concentracion de farmaco libre y marcadores de AR. 570 pacientes tratados con
bloqueadores de TNFa (ETA, IFX y ADA) fueron incluidos en el estudio y 114 pacientes
dieron positivo para AAF; en general, 92/114 (80.7%) pacientes que dieron positivo para
AAF no tenian niveles detectables del farmaco en el suero. Los pacientes tratados con
ADA, 52/63 (82.5%) que dieron positivo para AAF no tenian niveles detectables del
farmaco. Del mismo modo, en pacientes tratados con IFX, 40/51 (78.4%) dieron positivo
para AAF y no tenian niveles detectables del farmaco. Reportaron que su analisis no pudo
realizarse en pacientes tratados con ETN porque ninguno de ellos desarrollé AAF“*. pPor
otro lado, otros estudios también confirmaron que la presencia de AAF disminuye los
niveles biodisponibilidad del farmaco en circulacion en el suero® **1%)_sin embargo, se
ha reportado en varios estudios que el empleo combinando de los medicamentos
biotecnologicos con inmunosupresores tales como MTX, Leflunomida, etc., limita el
desarrollo de AAF y los efectos adversos relacionados™’ 9.

Otro punto importante, es lo reportado de la asociacion de AAF y el riesgo de las
reacciones relacionadas con la infusion, fue realizado por Wolbink et al. 2006, detectaron la
presencia de AAF en 3/51 (5.9%) pacientes tratados con IFX que presentaron una leve
reaccion relacionada con la infusion, pero la mayoria de los pacientes con AAF no
muestran una reaccion de este tipo™*®. En otros estudios, la asociacién positiva de AAF y
el riesgo de las reacciones relacionadas con la infusion, fue positiva particularmente en

pacientes con altos niveles de AAF®55:160),
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1.8.  Biomarcadores predictivos de la inmunogenicidad

La introduccion de terapias bioldgicas en el tratamiento de la AR representd un
importante paso adelante para un mejor control de la enfermedad. Una mejor comprension
del mecanismo fisiopatoldgico de la AR permitiendo el desarrollo de terapias bioldgicas
que acttian en diferentes niveles de la patologia de la AR®®Y. A pesar de esto, y como lo
mencionamos anteriormente, varios estudios informaron que aproximadamente un 20-40%
de los pacientes con AR no responde a estos tratamientos®?.

Por otro lado, los altos costos y las posibles reacciones adversas graves en el
paciente se determinaron la necesidad de identificar posibles biomarcadores que
permitieran predecir la falla terapéutica en los pacientes con AR tratados con FARMES
biolégicos. En ese sentido, se han reportado en muchas situaciones en AR el beneficio de la
aplicacion de biomarcadores, considerando que los biomarcadores pueden ser ampliamente
clasificados como diagndsticos (detectan cuando la enfermedad esta presente), pronosticos
(asociados con el resultado de la enfermedad) o biomarcadores predictores (asociado con la
respuesta a farmacos)®®. Con el tiempo, se han propuesto varios biomarcadores como
posibles predictores de la respuesta al tratamiento en pacientes con AR, estos son: el Factor
reumatoide (FR), aCCP, la proteina de la matriz oligomérica del cartilago (PMOC),
calprotectina, niveles de miRNAs, la proteina 14-3-3Eta; pero hasta el momento aln no se
han adoptado como predictores en la préactica clinica®v.

Por otro lado, la creciente necesidad de buscar nuevos biomarcadores de AR, las
citocinas se han considerado potencialmente aplicables*®?). Los biomarcadores de citocinas
pueden simplificar el diagnostico diferencial de las inflamaciones de las articulaciones,
teniendo en cuenta que hasta ahora se describen més de 100 variantes de artritis*®®. Los
perfiles citocinas podrian usarse como una herramienta potencial predictiva para indicar el
progreso de una artritis*®® 7 y también pueden ser herramientas prometedoras para
predecir qué pacientes no responden al tratamiento®®. En ese sentido, una revisién echa
por Verweij en el 2010“%%, realizo la bsqueda de estudios acerca de predecir la respuesta
al tratamiento de bloqueadores de TNFa. Destaco un estudio realizado por Hueber y sus
colegas en el 2009“7 describieron un enfoque de proteémica de mdltiples pasos para
identificar un conjunto de biomarcadores de proteinas séricas que tiene un valor predictivo

antes del inicio del tratamiento con etanercept en pacientes con AR de base poblacional. Su
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estudio se basa en la premisa de un papel para las especificidades diferenciales de los
autoanticuerpos y los niveles séricos de citocinas en la terapia anti-TNF. La respuesta
terapéutica fue evaluada 3 meses después del inicio de la terapia, de acuerdo con los
criterios de mejora del ACR (mayor o igual a la respuesta de los criterios de mejoria ACR
al 50%). En el analisis integrado de un conjunto relevante de 14 especificidades de
autoanticuerpos y un conjunto de datos Multiplex de 12 citocinas (Técnica de Luminex) en
un conjunto combinado de 93 muestras que consta de tres cohortes independientes (una
cohorte de la Red Colaborativa Autoinmune de Biomarcadores Autoinmunes (n= 29) , una
cohorte sueca (n= 43), y una cohorte japonesa (n= 21)) mostr6 una diferenciacién superior
de respondedores y no respondedores. Los autoanticuerpos fueron significativamente
elevados y las tendencias para todas las citocinas analizadas, como TNFa, IL-15, MCP-1 e
IL-6, revelaron concentraciones sericas basales mas altas en los respondedores, aunque el
ultimo carecia de valor predictivo en si mismo. Sus resultados corroboraron en parte con
los hallazgos informados por otro grupo de investigacion, su analisis de prediccion
posterior en el conjunto de muestra completo se aplic6 para seleccionar una firma de
biomarcadores integrada que comprende 13 especificidades de autoanticuerpos y 11
citocinas que permitieron la clasificacion de respuesta pre-tratamiento en tres cohortes con
un valor predictivo positivo que oscila entre 58% (cohorte japonesa) y 71 % (Cohorte
ABCoN). Aunque la prediccion global no parece ser tan fuerte, una mayor optimizacién y
preseleccion de los pacientes sobre la base de los regimenes de tratamiento con DMARD es
probable que arrojen valores predictivos mas fuertes®’®.

De acuerdo a los antecedentes, en nuestro estudio propusimos que la evaluacion de
los niveles de citocinas pro-inflamatorias circulantes como posibles biomarcadores de los
eventos inmunogénicos en pacientes con AR tratados con bloqueadores de TNFa pueden

permitir un diagnostico mas temprano y mas preciso en los pacientes.
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Tabla 2. Estudios de inmunogenicidad de pacientes con AR tratados con IFX o ADA.

INFLIXIMAB
. . . Tx Dosis Ajuste de dosis Efecto clinico
Pac(lﬁ; tes -Io-;)ﬁgc?gn ok;l; Ieerr\?zf\):i(;jnees combinado | inicial del | Anti-TNF a las '?;'): asociado a AAF enel 1 | Cita
P (DMARDs) | Anti-TNF | 14 semanas °) | de la actividad clinica
35 Europea 6 meses MTX 3 mg/kg 5 mg/kg 40 DAS28 de 5.4+ 0.8 (143)
Europa, Asia,
455 América latina 2 afios MTX 3 mg/kg Ninguno 44.8 DAS28 de 5.8 + 0.9 (148)
y medio oriente
~ ~ MTX, otros
>
188 Espafiola 2 afos DMARDS 3 mg/kg 5 mg/kg 27.1 DAS28 de >3.2 (153)
85 Espafiola >4 afios MTX 3 mg/kg 5 mg/kg 32.9 DAS28 de 4 +1.35 (155)
51 Europea 1 afo Ninguno 3 mg/kg 7.5 mg/kg 43 DAS28 de >3.2 (159)
17 Francesa 3 afios MTX 3 mg/kg Ninguno 41 No mostrados (160)
106 Suecia 6 meses '\E')IAXA’;EZS 3 mg/kg Ninguno 44 DAS28 6 (172)
20 Corea del sur 1 afio MTX 3 mg/kg Ninguno 38.9 No mostrados (173)
32 Rumania 1 afio MTX 3 mg/kg Ninguno 45 DAS28 de 5.7+ 0.8 (174)
24 Europea 1 afio MTX 3 mg/kg 5 mg/kg 33.3 DAS28de3.3+1.5 (175)
Brasil, Europa,
196 China, Taiwan, 1 afio I\I/DII/IXA;t[r)ZS 3 mg/kg 5 mg/kg 17.4 No mostrados (176)
Ameérica latina.

Porcentaje total de AAF en pacientes tratados con IFX: 36.7%
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ADALIMUMAB

. . . Tx Dosis Ajuste de dosis Efecto clinico
Pac(lﬁ)n L2 B:ﬁgc?gn ob-l; Ieerr\?;);c?r?es combinado | inicial del | Anti-TNF cada '?:;'): asociado a AAF enel 1 | Cita
P (DMARDS) | Anti-TNF semana °) | de laactividad clinica
34 Europea 6 meses MTX 40 mg Sl 29 DAS28 de 4.9+ 0.5 (143)
~ ~ MTX, otros
>
217 Espafiola 2 afos DMARDS 40 mg Sl 29 DAS28 de >3.2 (153)
82 Corea del sur 1 afio MTX 40 mg NO 50 No mostrados (173)
9 Rumania 1 afio MTX 40 mg NO 0 No presento efecto (174)
9 Europea 1 afio MTX 40 mg NO 11.1 DAS28de3.3+£1.5 (175)
Brasil, Europa,
199 | China, Taiwén, 1 affo I\I/DI-II;/IXA;EZS 40 mg S| 31.2 No mostrados (176)
América latina.
204 Europea 3 afos MTX 40 mg NO 26 No mostrados a77)
94 Europea 1 afio Ninguno 40 mg Sl 66 No mostrados (178)
160 Europea 1 afio Ninguno 40 mg NO 24.8 No mostrados (279)
271 Estados unidos 6 meses MTX 20 mg 40 NO 1 No mostrados (180)
mg 80 mg
Estados unidos,
Espafia, ~
675 Poslgi?;y 1 afio MTX 40 mg NO 502 | DAS28de6.6+08 | (181)
Alemania

Porcentaje total de AAF en pacientes tratados con ADA: 28.9%
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la actualidad no existe un tratamiento curativo para la AR, sin embargo se han
desarrollado diferentes estrategias terapéuticas para inducir la remision de la enfermedad,;
algunas implican la administracion de medicamentos biotecnolégicos que neutralizan de
manera especifica algunas de las rutas de inflamacion inducidas por las citocinas. En este
caso, los bloqueadores de TNFa (Infliximab y Adalimumab) han mostrado gran eficacia y
seguridad para el control de la AR, asi como para modificar la evolucion de la enfermedad
e inducir la remisién en el paciente. Sin embargo, también se ha reportado que su uso
continuo puede llevar a la generacion de una respuesta inmune en contra de los farmacos
(inmunogenicidad por AAF) que eventualmente podria comprometer su eficacia
terapéutica.

Asimismo, aunque se ha reportado la inmunogenicidad a medicamentos
biotecnoldgicos en multiples estudios, ain se desconoce bien el mecanismo biologico por el
cual algunos pacientes no responden al tratamiento y hasta el momento no existe un
biomarcador validado que pueda ser utilizado como un predictor de respuesta a los AAF.

En este sentido, debido a que las citocinas son tan importantes en la respuesta
inflamatoria en la AR, las alteraciones en los niveles de estas podrian servir como
elementos predictivos de la inmunogenicidad. El presente estudio pretende evaluar los
cambios en los niveles circulantes de citocinas pro-inflamatorias durante el tratamiento con
inhibidores de TNFa (IFX o ADA), y evaluar su posible asociacion con la
inmunogenicidad y las variables clinicas de los pacientes.

El presente proyecto propone resolver la siguiente pregunta de investigacion:
¢Cual es la asociacion entre el perfil de citocinas plasmaticas pro-inflamatorias con los

niveles de AAF vy la actividad clinica (DAS28) en pacientes con AR tratados con IFX o
ADA?

36



3. HIPOTESIS

Ha. El perfil de citocinas plasmaticas pro-inflamatorias esta asociado positivamente con los
niveles de AAF vy la actividad clinica (DAS28) en pacientes con AR tratados con IFX o
ADA.

Ho. El perfil de citocinas plasmaticas pro-inflamatorias no esta asociado positivamente con
los niveles de AAF y la actividad clinica (DAS28) en pacientes con AR tratados con IFX o
ADA.
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4,

OBJETIVO GENERAL

Identificar la asociacion del perfil de citocinas plasmaticas pro-inflamatorias con los

niveles de AAF vy la actividad clinica (DAS28) en pacientes con AR tratados con IFX o
ADA.

5.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar los niveles de anticuerpos anti-IFX y anti-ADA en pacientes que reciben
estos medicamentos para el tratamiento de AR.

Determinar los niveles de farmaco libre de IFX y ADA en pacientes que reciben estos
medicamentos para el tratamiento de AR.

Determinar el perfil de citocinas plasmaticas pro-inflamatorias en pacientes con AR
tratados con IFX.

Determinar el perfil de citocinas plasmaticas pro-inflamatorias en pacientes con AR
tratados con ADA.

Identificar la asociacion del perfil de citocinas plasmaticas pro-inflamatorias con los
niveles de AAF en pacientes con AR tratados con IFX o ADA.

Identificar la asociacion del perfil de citocinas plasmaticas pro-inflamatorias con la
actividad clinica (DAS28) en pacientes con AR tratados con IFX o ADA.

Identificar la asociacion del perfil de citocinas plasmaticas pro-inflamatorias con el
tratamiento (IFX/ADA) en pacientes con AR.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1. Disefio

Es un estudio observacional, multicéntrico y transversal en pacientes con AR bajo
esquema de tratamiento con farmacos biotecnolégicos (IFX o ADA).

El protocolo fue aprobado para su realizacion por el Comité de Etica del Hospital
Universitario de la Universidad Autonoma de Nuevo Ledn y los comités del hospital del
ISSSTE e IMSS (UMAE-Servicio de reumatologia).

6.2.  Reclutamiento de pacientes

Pacientes con AR que cumplieron los criterios segiin ACR/EULAR 2010%%? y en
tratamiento con farmacos bloqueadores de TNFa (IFX o ADA) fueron reclutados a partir de
centros hospitalarios publicos: 1. Hospital Regional 1 de octubre, ISSSTE-DF; 2. UMAE.
Hospital de Especialidades “Bernardo Septlveda", CMNSXXI, IMSS (DF); 3. Servicio de
Reumatologia e Inmunologia Clinica del Hospital Universitario “Dr. José E. Gonzalez” de
la UANL; 4. Servicio de Reumatologia del Hospital Regional del ISSSTE Monterrey
(Nuevo Leon); 5. Hospital General de Cuernavaca; Clinica Regional “Centenario de la
Revolucion Mexicana”, ISSSTE, Emiliano Zapata (Morelos). Todos los pacientes incluidos
en el estudio firmaron la carta de consentimiento informado tras habérseles explicado las

caracteristicas del proyecto en el que se les pedia participar (ver Anexo 1).

6.3.  Criterios de seleccion de los pacientes

Criterios de inclusion: Pacientes mayores de 18 afios diagnosticados con AR segln
los criterios ACR/EULAR, 2010"). Pacientes recibiendo tratamiento con alguno de los
medicamentos bioldgicos a evaluar (IFX o ADA) durante al menos 3 meses previo al inicio
del proyecto. Pacientes que hayan firmado la carta consentimiento informado. Pacientes
con historial clinico completo.

Criterios de no inclusion: Pacientes con otras enfermedades concomitantes
(diabetes mellitus, lupus eritematoso, sindrome de Sjogren) y pacientes tratados con otro

medicamento biotecnoldgico.
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6.4.

Variables

Tabla 3. Descripcion de variables, tipologia y analisis estadistico.

N° VARIABLE TIPOLOGIA ANALISIS
1 Género H/M Categorica dicotomica | Medidas de tendencia central
2 Edad Continua Parameétrico
3 IMC Continua No paramétrico
4 Tiempo de evolucion de la Continua No paramétrico
enfermedad
Datos seroldgicos
5 DAS28 Continua No Paramétrico
6 VSG Continua No Paramétrico
7 FR Categorica dicotomica | Medidas de tendencia central
8 PCR Categorica dicotomica | Medidas de tendencia central
Datos farmacoldgicos

9 Farmaco (IFX 0 ADA) Categorica dicotomica | Medidas de tendencia central

Duracion del tratamiento con . -
10 ] Continua No paramétrico

el farmaco
11 Dosis de IFX Continua No paramétrico
12 Dosis / Peso de IFX Continua No paramétrico
13 | Concentracion sérica de IFX Continua No paramétrico
14 Dosis de ADA Continua No paramétrico
15 Dosis/Peso de ADA Continua No paramétrico
16 | Concentracion sérica de ADA Continua No paramétrico
17 Presencia de AAF Categorica dicotomica | Medidas de tendencia central
18 Tx con DMARDs Categorica dicotomica | Medidas de tendencia central
19 Metotrexato Categorica dicotomica | Medidas de tendencia central
20 Leflunomida Categorica dicotomica | Medidas de tendencia central
21 Glucocorticoides Categorica dicotomica | Medidas de tendencia central
Citocinas

22 IL-1P Continua No paramétrico
23 IL-6 Continua No paramétrico
24 IL-8 Continua No paramétrico
25 IL-10 Continua No parameétrico
26 IL-12 (p40) Continua No parametrico
27 IL-17A Continua No paramétrico
28 INFy Continua No paramétrico
29 Leptina Continua No paramétrico
30 MIF Continua No paramétrico
31 MCP-1 Continua No paramétrico
32 TNFa Continua No paramétrico

~ Hombre/Mujer (H/M); Infliximab (IFX); Adalimumab (ADA); Medicamentos antirreuméticos modificadores

de la enfermedad (DMARDS); FR (factor reumatoide); PCR (proteina C reactiva); DAS28 (indice de la
actividad clinica); IMC (indice de masa corporal); VSG (velocidad de sedimentacion globular).
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6.5. Evaluacion de pacientes

Los pacientes reclutados se evaluaron en sus consultas médicas por reumatologos.
Se disefié una forma para recabar, por parte del reumatélogo tratante, la informacion clinica
de cada paciente (Anexo 2), asi como una base de datos para capturar la informacion clinica
de todos los pacientes incluidos en el proyecto (Anexo 3). Durante el presente estudio, se
determind la actividad clinica DAS28-VSG; mediante la valoracion que incorpora la
evaluacion del namero de articulaciones dolorosas e inflamadas, por medio de la
exploracién de 28 articulaciones excluyendo las articulaciones de los pies y tobillo.
Utilizando escalas de actividad de la enfermedad de dolor e inflamacion escala (Anexo 4).
Esta dltima fue evaluado por el reumatélogo. Como pruebas de laboratorio para valorar la

actividad se considerd, en todos los casos, el VSG.

Para identificar a los pacientes con niveles de actividad diferentes, se emplearon los

limites categdricos descritos para DAS28 segun los criterios de ACR/EULAR 2010.

e Pacientes con AR en remision; donde DAS28 <2.6

e Pacientes con AR en actividad baja; donde DAS28 <3.2

e Pacientes con AR en actividad moderada; donde DAS28 3.2 < DAS28 <5.1
e Pacientes con AR en actividad alta; donde DAS28 >5.1

6.6. Toma de muestras sanguineas

El dia de su consulta y justo antes de la aplicacion de una nueva dosis del farmaco
biologico (“valle del tratamiento”), se tomaron 2 muestras de sangre total de 5 ml. Una por
venopuncion en vacutainer sin anticoagulante, para determinacion de niveles de farmaco y
AAF en el suero (IFX o ADA); y otra muestra en vacutainer con anticoagulante, para la
determinacion de los niveles de citocinas pro-inflamatorias en el plasma.

Las muestras fueron procesadas por separado, la obtencién del suero se obtuvo al
centrifugar la muestra a 3500 rpm por 10 minutos a 4 °C y el plasma se obtuvo al
centrifugar la muestra a 1500 rpm por 5 minutos a 4 °C. Posteriormente a esto, el suero y

plasma fueron aislados y almacenados a -80 °C hasta su uso.
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6.7.  Determinacién de parametros séricos y auto-anticuerpos (PCR, Fr).

El factor reumatoide (nefelometria) y la VSG se realizaron cotidianamente en los

servicios hospitalarios. La determinacion de Proteina C reactiva se determiné por ELISA.
6.8.  Determinacion de niveles de citocinas pro-inflamatorias

Para la determinacion de las citocinas pro-inflamatorias se empled el sistema de
MAGPIX/LUMINEX (Millipore) debido a que permite la determinacion de hasta 50
analitos de manera simultanea por cada muestra, empleando un volumen de 25 pl. Se
determinaron los niveles de las citocinas IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 (p40), IL-17A,
INFy, MCP-1 y TNFa de las 57 muestras plasmaticas, siguiendo las instrucciones del
fabricante usando el kit MAP human-cytokine/chemokine y a partir de los datos de las
curvas estandar para cada citocina. En el Anexo 5 se registran las curvas estandar para las 9
citocinas.

Por otro parte, en base a estudios previos de nuestro grupo de investigacion, se
observé asociacion de los niveles de MIF®? y Leptina® en pacientes con AR con mayor
actividad clinica, tanto asi que en pacientes con peso normal (IMC<25.1), los niveles
basales de Leptina permiten predecir a 6 y 12 meses el DAS28 del paciente (seguido a 2
afios). Es por esto, que las adicionamos al panel de citocinas pro-inflamatorias a evaluar.
Por su parte, los niveles de Leptina y MIF, se evaluaron por la técnica de ELISA

estandarizado en nuestro laboratorio, como se describe a continuacion.
6.9.  Determinacion de niveles de Leptina

Para determinar los niveles de Leptina, inicialmente, se incubé en una placa de
ELISA de 96 pozos por duplicado, 7.5 pl del anticuerpo de captura (Anti-Human Leptin,
Peprotech) [0.5 pg/mL] en PBS 1X con pH 7.4 (en un volumen final de 100 pl). La placa
fue sellada y se incubo toda la noche a temperatura ambiente. Al dia siguiente, se retir0 la
solucion del anticuerpo de captura y se lavaron los pozos con un volumen de 300 pl, 4
veces, con el buffer de lavado (0.05% de Tween-20 en PBS). A continuacién, se afiadieron
300 pl del buffer de bloqueo (1% de BSA en PBS) a cada pozo y se dejo incubando durante

1 hora en agitacion y, posteriormente, se lavaron los pozos otras 4 veces con buffer de
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lavado. Después se realizd la curva patron con diferentes diluciones (concentraciones de
0.25, 0.5, 1, 2, 4 y 8 ng/mL) usando una alicuota de Leptina recombinante a 1 pg/mL
(Peprotech) en diluyente (0.05% de Tween-20 con 0.1% de BSA en PBS) y las 57 muestras
de plasma se diluyeron en una dilucién de 1:99 (1 pL de plasma / 99 uL de diluyente) hasta
tener un volumen final de 300 pL. Posteriormente, se agregdé 100 pL por duplicado de las
diluciones (Curva patron de Leptina) y las muestras en la placa de ELISA y se dejé
incubando a temperatura ambiente durante 4 horas. Nuevamente se lavaron los pozos 4
veces con buffer de lavado, después se prepar6 el segundo anticuerpo tomando 3.8 pl del
anticuerpo de deteccién (Biotinylated Anti-Human Leptin, PEPROTECH) [0.25 pg/mL] en
diluyente (en un volumen final de 100 uL). Posteriormente, se agregd el anticuerpo de
deteccién en la placa de ELISA, fue sellada y se incubd toda la noche a temperatura
ambiente. Al dia siguiente, se retird la solucidn del anticuerpo de deteccion y se lavé 4
veces los pozos con buffer de lavado. Después, se preparo una dilucion 1:12,000 de avidina
peroxidasa con diluyente y se agreg6é 100 pL por pozo en la placa de ELISA y se incubd
durante 1 hora, en agitacion, en oscuridad y a temperatura ambiente. Posteriormente, se
retird la solucion de avidina peroxidasa y se lavo 4 veces los pozos con buffer de lavado.
Por altimo, se incubo con 100 ul de ABTS (Sigma) por 40 minutos a temperatura ambiente
y en oscuridad. Finalmente, se determiné la densidad Optica (DO) de los pozos
correspondientes a la curva estandar y las muestras de pacientes en el espectrofotometro
Epoch (formato de placas) a 405 nm, con correccion de 650 nm de longitud de onda. En el

Anexo 6 se observa la curva estandar correspondiente.
6.10. Determinacion de niveles de MIF

Inicialmente, se incubo con 100 uL por duplicado en una placa de ELISA de 96
pozos la curva patron con diferentes diluciones (concentraciones de 1, 2, 3, 4 y 6 ng/mL)
usando una alicuota de MIF recombinante a 10 ng/mL (Peprotech) en diluyente (0.05 % de
Tween-20 con 0.1 % de BSA en PBS 1X pH 7.4) y las 57 muestras de plasma se diluyeron
en una dilucion de 1:99 (1 pL de plasma / 99 uL de diluyente) hasta tener un volumen final
de 300 pL y se dej6 toda la noche a temperatura ambiente. Al dia siguiente, se lavaron los
pozos con un volumen de 300 pl por 4 veces, con el buffer de lavado (0.05 % de Tween-20
en PBS). Posteriormente, se agregd 300 pl del buffer de bloqueo (1 % de BSA en PBS 1X)
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a cada pozo y se deja incubando durante 1 hora en agitacion, después se retira la solucion
de blogue y se lava 4 veces con buffer de lavado. Después, se incubo el primer anticuerpo
(anti-MIF, goat polyclonal 1gG [200 pg/mL], Santa Cruz Biotech) preparado en una
dilucién 1:800 en diluyente (0.05% de Tween-20 con 0.1% de BSAen PBS 1X pH 7.4) y
se agrega 100 pl de la solucion (primer anticuerpo) en cada pozo de la placa de ELISA y se
dejo incubando toda la noche a temperatura ambiente. Al dia siguiente se lava 4 veces con
buffer de lavado; se prepar0 el anticuerpo secundario (anti-lgG de goat-HRP, Santa Cruz) a
una dilucién 1:1500 en diluyente, se agrega 100 pl de la solucion (segundo anticuerpo) en
cada pozo de la placa de ELISA y se incubo a temperatura ambiente en agitacion durante 2
horas. Por ultimo, se lava 4 veces con buffer de lavado y por Gltimo, se incubo con 100 pl
de ABTS (Sigma) por 40 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad. Finalmente, se
determiné la densidad optica (DO) de los pozos correspondientes a la curva estandar y las
muestras de pacientes en el espectrofotdmetro Epoch (formato de placas) a 405 nm, con
correccion de 650 nm de longitud de onda. En el Anexo 7 se observa la curva estandar

correspondiente.

6.11. Determinacion de la concentracion de farmaco (Infliximab)

Para determinar la concentracién de IFX en el suero de los pacientes fue por la

técnica de ELISA SANDWICH, utilizando el kit comercial de PROMONITOR®-IFX)
cuantitativo. Se  utiliz0 el  procedimiento  descrito por el comerciante
(WWW.PROMONITOR.COM). El volumen de suero utilizado fueron 20 pL para diluir las
muestras a 1:10. Por Gltimo se determind la DO en el espectrofotometro Epoch a longitud
de 405 nm, con correccién de longitud de onda de 650 nm. En el Anexo 8 se observa la
curva estandar correspondiente. El cut-off terapéutico de IFX, establecido por el fabricante
es: <35 ng/mL (niveles indetectables de 1FX), 35-1500 ng/mL (Niveles sub-6ptimos de
IFX) y >1500 (Niveles 6ptimos 0 altos de IFX).
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6.12. Determinacién de concertacion de farmaco (ADALIMUMAB)

Para determinar la concentracion de ADA en el suero de los pacientes fue por la
técnica de ELISA SANDWICH, utilizando el kit comercial de MATRIKS BIOTEK

(SHIKARI® Q-ADA) cuantitativo. Se utilizé el procedimiento descrito por el comerciante
(WWW.MATRIKSBIOTEK.COM). El volumen de suero utilizado fueron 20 pL para
diluir las muestras a 1:10. Por ultimo se determin6 la DO en el espectrofotémetro Epoch a
longitud de 405 nm, con correccion de longitud de onda de 650 nm. En el Anexo 10 se
observa la curva estandar correspondiente. El cut-off terapeutico de ADA, establecido por
el fabricante es: <125 ng/mL (niveles indetectables de ADA), 126-570 ng/mL (Niveles sub-
optimos de ADA) y >571 (Niveles optimos o altos de ADA).

6.13. Determinacién de la presencia de anticuerpos AAF (Infliximab)

Para determinar la concentracion de anti-IFX en el suero de los pacientes fue por la

técnica de ELISA SANDWICH, utilizando el kit comercial de PROMONITOR®ANTI-
IFX) cuantitativo. Se utiliz6 el procedimiento descrito por el comerciante
(WWW.PROMONITOR.COM). El volumen de suero utilizado fueron 20 pL para diluir las
muestras a 1:10. Por altimo se determind la DO en el espectrofotometro Epoch a longitud
de 405 nm, con correccidn de longitud de onda de 650 nm. En el Anexo 9 se observa la
curva estandar correspondiente. El cut-off de anticuerpos anti-IFX, establecido por el
fabricante es: <2 UA/mL (Negativo a anticuerpos Anti-IFX) y >2 UA/mL (Positivo a
anticuerpos Anti-1FX).

6.14. Determinacion de la presencia de anticuerpos AAF (Adalimumab)

Para determinar la concentracion de anti-ADA en el suero de los pacientes fue por la
técnica de ELISA SANDWICH, utilizando el kit comercial de MATRIKS BIOTEK

(SHIKARI® S-ATA) cualitativo. Se utilizo el procedimiento descrito por el comerciante
(WWW.MATRIKSBIOTEK,COM). El volumen de suero utilizado fueron 20 pL para
diluir las muestras a 1:10. Por ultimo se determin6 la DO en el espectrofotébmetro Epoch a
longitud de 405 nm, con correccion de longitud de onda de 650 nm. En el Anexo 11 se

muestra el punto de corte para determinar la presencia de AAF.
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6.15. Andlisis estadistico

Se empled estadistica descriptiva para comparar las diferencias entre los pacientes,
los niveles séricos de los farmacos, AAF, citocinas y auto-anticuerpos. La variable de
desenlace o inmunogenicidad fue determinada en base a dos criterios: niveles sub-
terapéuticos del farmaco y niveles positivos de AAF. Los datos continuos se compararon
entre grupos mediante la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney, y los datos
categoricos mediante la prueba de independencia (ji-cuadrada o chi?). Los valores de las
citocinas se transformaron a logaritmo natural y se compararon entre grupos mediante la
prueba no paramétrica U de Mann-Whitney. Las correlaciones entre variables continuas se
evaluaron con el coeficiente de correlacién de Spearman. Se realizé la determinacién de la
asociacion mediante un analisis de regresion logistica univariado (interpretado en la razon
de momios) para las citocinas, en relacion con las variables clinicas y seroldgicas. El nivel
de significancia fue <0.05 a dos colas. Se uso el paquete estadistico STATA/IC 13.0 para

todos los analisis.
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7. RESULTADOS

Para el estudio se reclutaron 57 pacientes con diagndstico de AR y derivados de 4
centros hospitalarios de la CDMX, Monterrey y Morelos, que cumplieron con los criterios
de inclusion y no inclusion descritos. Como se observa en la Tabla 4, se describen los
valores demogréficos, clinicos y farmacoldgicos de los pacientes. La poblacion en estudio
cuenta con la participacion de 6 hombres (11%) y 51 mujeres (89%). Asimismo, los
pacientes presentaron una edad promedio de 51 + 10 afios, con un tiempo de evolucion de
la enfermedad de 14 + 8 afios y un indice de masa corporal (IMC) de 28.3 + 6 kg/cm?. En
relacion a las caracteristicas serolégicas se puede observar niveles altos de velocidad de
sedimentacion globular (VSG) con un promedio de 25 + 11 mm/hr, 75% de pacientes
fueron positivos al factor reumatoide y un 30% de pacientes positivos a proteina C reactiva.
Por otro lado, no se cuenta con todas las evaluaciones de los niveles de aCCP, debido eso
no se emple6 como pardmetro de caracterizacion de los pacientes. En base a la evaluacion
de la actividad clinica, el grupo total de pacientes present6 un puntaje DAS28 de 3.2 £ 1.2,
que de acuerdo a la clasificacion de la ACR/EULAR 2010, nos indica que, en promedio, los
pacientes presentan una actividad clinica moderada (2.6> DAS28<3.5).

En relacion al tratamiento farmacologico, el 30% de los pacientes fueron tratados
con IFX y el 70% con ADA, presentando en promedio un tiempo de tratamiento de 4.4 +
3.6 afios con estos farmacos. En la dosificacion de los farmacos, los pacientes tratados con
IFX presentaron un promedio de dosificacion de 259 + 78 mg total, aunque hay que
considerar que esta variacion podria depender del ajuste que realiza el reumatdlogo para
alcanzar la mejor respuesta al aumentar la dosis en pacientes que no responden al
tratamiento de inicio. Cuando la dosificacion indicada por el reumatologo se ajustd por el
peso del paciente, se obtuvo un promedio de 4.03 + 1.18 mg/kg. En contraste, en el
tratamiento con ADA hubo gran similitud en las dosis administradas por los reumatologos.
En estas circunstancias, los pacientes presentaron un promedio de dosificacion de 40 + 0
mg y un promedio del peso del paciente con respeto a la dosis del medicamento fue de 0.59
+ 0.11 mg/kg. Por otra parte, después de evaluar los niveles de IFX en circulacion se
obtuvo un promedio de 201.28 + 194.80 ng/mL, mientras que los niveles de ADA en el
suero de los pacientes presentd un promedio de 482.04 + 237.29 ng/mL; resultados que

sugieren que hubo diferencias importantes en la farmacocinética de IFX, mientras que esto
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no se observé para ADA, dado que los niveles fueron bastante mas homogéneos. Por otro
lado, hay que considerar que el 84% de los pacientes tuvieron un tratamiento con
DMARDs, donde ademas del medicamento biotecnologico, el reumatologo trataba a los
pacientes con otros farmacos. Del grupo de pacientes bajo tratamiento combinado, el 68%
de ellos fue tratado con Metotrexate (MTX), el 16% fueron tratados con Leflunomida
(LEFLU) y el 5% fueron tratados con Glucocorticoides (GLU). Asimismo, se evaluo la
presencia de AAF en las muestras sérica de los pacientes tratados con IFX o ADA. De esa

manera, se observaron niveles positivos de AAF en 19 pacientes, correspondiendo al 33%

de los pacientes con AR incluidos en el proyecto.

Tabla 4. Datos demogréaficos, seroldgicos y farmacologicos de los pacientes con AR

VARIABLES n=57
Género (Hombre/Mujer, n) (%) 6 (11) /51 (89)
Edad en afios, media + DE 51+10
2
IMC kg/cm , media + DE 28.3+6
Tiempo de evolucion de la enfermedad (afos), media £ DE 14+8
DATOS SEROLOGICOS

DAS28, media + DE 3.2+1.2
VSG mm/hr, media = DE 25+11
FR n, (%) 43 (75)
PCR n, (%) 17 (30)

DATOS FARMACOLOGICOS

Farmaco (IFX/ADA, n), (%)

17 (30) / 40 (70)

Duracion del tratamiento con el firmaco (afios), media + DE 44+ 3.6
Dosis de IFX [mg], media = DE 259+ 78
Dosis/Peso de IFX (mg /kg), media = DE 4.03+1.18
Concentracion sérica de IFX [ng/mL], media + DE 201.28 +194.80
Dosis de ADA [mg], media = DE 40+ 0
Dosis/Peso de ADA (mg /Kg), media = DE 0.59+0.11
Concentracion sérica de ADA [ng/mL], media = DE 482.04 + 237.29
Presencia de AAF n, (%) 19 (33)

Tx con DMARDs n, (%) 48 (84)
Metotrexate n, (%) 39 (68)
Leflunomida n, (%) 9 (16)
Glucocorticoides n, (%) 3(5)

Hombre/Mujer (H/M); Infliximab (IFX); Adalimumab (ADA); FR (factor reumatoide); PCR (proteina C
reactiva); DAS28 (indice de la actividad clinica); IMC (indice de masa corporal); VSG (velocidad de
sedimentacién globular); Tx (tratamiento); Medicamentos antirreumaticos modificadores de la enfermedad

(DMARDS); Anticuerpos anti-farmaco (AAF); Desviacion estandar (DE); Nimero de pacientes (n).
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En la Tabla 5 se observan los niveles promedio y desviacion estandar de las 11
citocinas determinadas en el grupo de pacientes incluidos en el estudio. Se empled una
técnica que determina al mismo tiempo 9 de la 11 citocinas, para minimizar las diferencias
en la determinacion de los niveles circulantes de las citocinas. Sin embargo, las variaciones
entre pacientes fueron importantes (Tabla 5). Asimismo, es importante mencionar que
algunas citocinas se encontraron en niveles muy bajos, tanto asi que en varios pacientes
(>10 pacientes de 57) no se observaron niveles detectables (la concentracion minima de
detencién del Kit fue de 3.2 pg/ml), tal como en las citocinas IL-1p, IL-6, IL-10, IL-12 p40
y IL-17A; por lo que el promedio no refleja fielmente los niveles generales de la poblacion
en estudio. Con el fin de reducir la variacion entre individuos, se procedio a transformar a
logaritmo natural los niveles de todas citocinas. Como se observa en el lado derecho de la
Tabla 5, la variacion se redujo de manera importante para 8 citocinas (IL-6, IL-8, IL-10, IL-
12 p40, INFy, MIF, MCP-1 y TNFa). La transformacion de los datos nos permitio realizar

pruebas de asociacion (razén de momios) univariado como se mostrard a continuacion.

Tabla 5. Concentracion de citocinas en pacientes con AR tratados con anti-TNFa.

CITOCINAS Concentracion Logaritmo o_lg la
[pg/mL] concentracion
IL-1B, media + DE 3.27+7.09 0.61+1.77
IL-6, media = DE 23.38 +62.83 3.62+1.27
IL-8, media = DE 25.59 + 39.72 2.41+1.38
IL-10, media + DE 23.78 + 80.79 4.27 +1.23
IL-12(p40), media + DE 24.39 + 90.94 3.02+1.77
IL-17A, media + DE 3.26 +£15.73 1.24+1.61
INFy, media + DE 12.72 £ 32.77 1.65+1.42
Leptina media + DE* 3.33+1.01 1.15+0.33
MIF, media = DE* 2.26+1.18 0.67 £0.57
MCP-1, media + DE 409.59 + 374.01 5.67 £0.83
TNFa, media + DE 28.87 +42.63 292+1

*Concentracion en [ng/mL]
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7.1. Comparacion de variables en base a la inmunogenicidad

Para iniciar la identificacion de los factores asociados a la inmunogenicidad, se
procedio a clasificar a los pacientes en dos grupos: sin inmunogenicidad (pacientes control)
y pacientes con inmunogenicidad (AAF+/concentracion sub-6ptima de farmaco). Como se
observa en la Tabla 6, se establecié que 38 pacientes no presentaron inmunogenicidad
(67%), siendo 5 (13%) hombres y 33 (87%) mujeres; mientras que 19 pacientes presentaron
eventos inmunogénicos (33%), siendo 1 (5%) hombres y 18 (95%) mujeres. Por su parte, al
comparar las variables demogréaficas entre ambos grupos de pacientes, mediante la prueba
de Mann-Whitney y la prueba de independencia ji-cuadrada o chi®, observamos que ni el
género (5/33 vs. 1/18), ni la edad promedio de pacientes (51 + 10 afios vs. 51 + 9 afios), ni
el tiempo de evolucion con la enfermedad (13 + 7 afios (rango: 6-16) vs. 15 £ 9 afios
(rango: 7-15)) fueron diferentes entre los pacientes sin inmunogenicidad y aquellos con
inmunogenicidad.

Por su parte, el promedio de IMC en los controles fue de 29.2 + 6.6 kg/cm?,
mientras que los pacientes con inmunogenicidad tuvieron un promedio de 26.4 + 3.8
kg/em?®, lo que sugiere que los pacientes con inmunogenicidad presentaron un IMC
estadisticamente menor que los pacientes sin inmunogenicidad. Aunque podemos ver esta
diferencia, no fue estadisticamente significativa alcanzo una p=0.05. Con respeto a esa
misma variable se procedi6 a categorizar a los pacientes (IMC normal y IMC sobrepeso);
observamos en los pacientes sin inmunogenicidad 10 (26%) pacientes con peso normal y 28
(74%) pacientes con sobrepeso, con respeto al grupo de inmunogenicidad 8 (42%)
pacientes con peso normal y 11 (58%) pacientes con sobrepeso. Aunque también podemos
ver diferencia, no fue estadisticamente significativa alcanzo una p=0.24.

Por otra parte, las caracteristicas serologicas clinicas (FR y PCR) fueron similares
entre ambos grupos de pacientes; sin embargo, el nivel de VSG fue mayor en el grupo de
pacientes con inmunogenicidad (22 + 10 mm/hr vs. 32 £ 9 mm/hr), teniendo una diferencia
significativa de p<0.001. En base al indice de actividad clinica observamos que ambos
grupos de pacientes fueron similares (DAS28 3.1 + 1.3 vs. 3.5 £ 1, p=0.13). Asimismo,
pudimos observa nuevamente que ambos grupos presentaban una actividad moderada.

En base a los datos farmacoldgicos, los pacientes sin inmunogenicidad estuvo

compuesto por 8 pacientes tratados con IFX (47%) y 30 tratados con ADA (75%). En el
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caso de los pacientes con inmunogenicidad, 9 pacientes fueron tratados con IFX (53%) y 10
fueron tratados con ADA (25%). Al comparar los grupos por la prueba de independencia ji-
cuadrada o chi® se obtuvo una diferencia significativa de p<0.04, lo que sugiere que el
tratamiento con IFX fue mas frecuente en aquellos pacientes que presentaron
inmunogenicidad. Asimismo, los pacientes fueron tratados con otros farmacos en este caso
con DMARDs, los pacientes sin inmunogenicidad, 34 (71%) recibieron tratamiento
combinado, 28 (72%) pacientes con MTX, 6 (67%) pacientes con LEFLU y 2 (67%)
paciente con GLU. En el caso de los pacientes con inmunogenicidad, 14 pacientes (29%)
recibieron tratamiento combinado, 11 (28%) pacientes con MTX, 3 (33%) pacientes con
LEFLU y 1 (33%) paciente con GLU, Pero en ambos grupos no se observé una diferencia
significativa con respeto al tratamiento combinado. Cabe resaltar que 9 pacientes (15.8%)
solo recibieron tratamiento en monoterapia.

Por otro lado, también se observo diferencia estadisticamente significativa en la
concentracion sérica de farmaco en el suero de los pacientes, por lo que procedimos a
categorizar en politomico (6ptimo, sub-optimo y no detectables de farmaco) a los pacientes
entre sin inmunogenicidad vs con inmunogenicidad; los pacientes con concentracion
Optima de farmaco se observo en el grupo de pacientes sin inmunogenicidad fueron 13
(34%) y con respecto al grupo de inmunogenicidad ningn paciente presenta concentracion
Optima, después se compararon los pacientes con concentracion sub-6ptima del farmaco en
el suero, en el grupo de pacientes sin inmunogenicidad fueron 24 (63%) y del grupo con
inmunogenicidad fueron 13 (68%) pacientes, por ultimo, se evalu6 a los pacientes con
niveles indetectables del farmaco en el suero, en el grupo de pacientes sin inmunogenicidad
fue 1 (3%) y del grupo de inmunogenicidad fueron 6 (32%) pacientes, p<0.001. Por su

parte, el resto de las variables fueron similares entre ambos grupos de pacientes.
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Tabla 6. Comparacion entre pacientes sin y con inmunogenicidad.

Sin Con
Variables inmunogenicidad Inmunogenicidad p
n=38 n=19
Género (Hombre/Mujer, n) (%M) 5/33 (87) 1/18 (95) 0.36
Edad en afios, media + DE 51+10 51 +9 (42-63) 0.75
IMC kg/cm?, media + DE 29.2+6.6 26.4+3.8 0.05
IMC normal, n, (%) 10 (26) 8 (42)
IMC sobrepeso, n, (%) 28 (74) 11 (58) 0.23
Tiempo de evolucion de la
enfermedad (afos), media = DE. 13+ 7 (6-16) 15+ 9 (7-15) 0.24
Rango en afos (cuartil 25-75)
DATOS SEROLOGICOS
DAS28, media + DE 31+13 35+1 0.13
VSG mm/hr, media + DE 22 +£10 32+9 0.001
FR (Pos*) n, (%) 29 (67) 14 (33) 0.83
PCR (Pos*) n, (%) 11 (65) 6 (35) 0.84
DATOS FARMACOLOGICOS
Farmaco (IFX/ADA, n), (%) 8 (47) 130 (75) 9 (53) /10 (25) 0.04
Duracion del tratamiento con el
farmaco (afios), media + DE. 4 + 3 (2-6) 5+ 4 (2-8) 0.19
Rango en afos (cuartil 25-75)
Pacientes con concentracion
optima de farmaco, n (%) 13 (34) 00)
Pacientes con concentracion sub-
Optima de farmaco, n (%) 24 (63) 13 (68) 0.001
Pacientes con concentracion no
detectable de fArmaco, n (%) 1) 6(32)
Presencia de AAF, % 0 100 ---
Tx con DMARDs n, (%) 34 (71) 14 (29) 0.12
Metotrexato n, (%) 28 (72) 11 (28) 0.23
Leflunomida n, (%) 6 (67) 3(33) 1.00
Glucocorticoides n, (%) 2 (67) 1(33) 1.00

Finalmente, al comparar los niveles de citocinas entre los dos grupos de pacientes

(Tabla 7), para 8 de las 11 citocinas evaluadas no se alcanzé una diferencia
estadisticamente significativa (IL-1pB, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 (p40), IL-17, INF-y y MIF);

sin embargo, para Leptina, MCP-1 y TNFa si se observaron diferencias estadisticamente
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significativas. El promedio de Leptina fue mayor en los pacientes con inmunogenicidad que
en los pacientes sin inmunogenicidad (3.11 £+ 0.66 ng/mL vs. 3.76 + 1.41 ng/mL, p<0.02).
Para MCP-1, el promedio fue mayor en los pacientes con inmunogenicidad que en los
pacientes sin inmunogenicidad (326.02 + 309.45 pg/mL vs. 576.74 = 440.58 pg/mL,
p<0.03). Para TNFa, el promedio fue mayor en los pacientes con inmunogenicidad que en
los pacientes sin inmunogenicidad (21.70 + 46.25 pg/mL vs. 48.91 + 33.20 pg/mL,
p<0.02). Estos resultados sugieren que los niveles de Leptina, MCP1 y TNFa fueron
significativamente mayores en aquellos pacientes que presentaron un perfil inmunogénico,
en comparacién que aquellos que no. Hay que hacer mencidn que los niveles de casi todas
las citocinas fueron mayores en el grupo de pacientes con inmunogenicidad. Asimismo, se
observo una notable diferencia en los niveles de IL-10 entre los grupos de control y
pacientes con inmunogenicidad (40.65 + 32.47 pg/mL vs. 230.43 + 173.06 pg/mL) y
aunque no se alcanzd la significancia estadistica, si observamos una tendencia (p=0.07); sin
embargo, hay que recordar que esta citocina presentd 47 muestras de pacientes con
cantidades indetectables de la citocinas, por lo que estas conclusiones estarian basadas en
un numero significativamente menor de observaciones y, por tanto, su poder estadistico
seria incluso menor. Por otro lado se puede observar que 5 de las 11 citocinas (IL-1p, IL-6,
IL-10, IL-12 P40 y IL-17A) >10 pacientes no fue detectable la citocina

Posterior a la transformacion logaritmica natural (parte inferior de la Tabla 7), se
observo que ahora solo 7 citocinas de las 11 no presentaron diferencia significativa (IL-1,
IL-6, IL-8, IL-12 (p40), IL-17A, Leptina y MIF); donde se adicionaron las citocinas IL-10 e
INFy, junto con MCP-1 y TNFa, donde se observaron diferencias significativas. De esa
manera, los niveles de citocinas fueron significativamente mayores para el grupo de
pacientes inmunogénicos, con respecto a los pacientes sin inmunogenicidad (log-MCP-1.:
5.49 £ 0.75 vs. 6.02 £ 0.90, p<0.02; log-TNFa: 2.51 £ 0.86 vs. 3.62 + 0.82, p<0.0001; log-
INFy: 1.21 £ 1.32 vs. 2.35 £ 1.33, p<0.01; log-IL-10: 3.47 + 0.76 vs. 5.07 + 1.12, p<0.03;
controles vs. inmunogenicos, respectivamente). Como se describi6 arriba, sin embargo, las
diferencias observadas para la citocinas IL-10 corresponde a un nimero significativamente

menor de pacientes, debido a que frecuentemente no alcanzé niveles detectables.
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Tabla 7. Comparacion de niveles de concentracién de citocinas entre sin y con

inmunogenicidad.

Sin Con
CITOCINAS inmunogenicidad | Inmunogenicidad p
n=38 n=19
IL-1B [pg/mL], media + DE* 4.36 £7.53 6.48 + 9.57
Citocina detectable en pacientes, n (%) 19 (50) 16 (16) 0.48
Citocina no detectable en pacientes, n (%) 19 (50) 3(84)
IL-6 [pg/mL], media + DE* 66.77 + 101.13 81.30 + 94.06
Citocina detectable en pacientes, n (%) 9 (24) 9 (47) 0.76
Citocina no detectable en pacientes, n (%) 29 (76) 10 (53)
IL-8 [pg/mL], media + DE 24.92 £ 40.61 28.24 + 39.57 0.77
IL-10 [pg/mL], media + DE* 40.65 + 32.47 230.43 £ 173.06
Citocina detectable en pacientes, n (%) 5(13) 33 (87) 0.07
Citocina no detectable en pacientes, n (%) 5 (26) 14 (74)
IL-12 (p40) [pg/mL], media + DE* 27.54 £23.92 89.98 + 178.36
Citocina detectable en pacientes, n (%) 8 (21) 13 (68) 0.24
Citocina no detectable en pacientes, n (%) 30 (79) 6 (32)
IL-17A [pg/mL], media + DE* 7.20 £8.99 17.81 £ 40.02
Citocina detectable en pacientes, n (%) 6 (16) 8 (42) 0.49
Citocina no detectable en pacientes, n (%) 32 (84) 11 (58)
INFy [pg/mL], media + DE 8.20+ 15.91 27.05 + 52.66 0.16
Leptina [ng/mL], media £ DE 3.11 £ 0.66 3.76 £1.41 0.02
MIF [ng/mL], media £ DE 213+1.14 251+1.25 0.27
MCP-1 [pg/mL], media £ DE 326.02 + 309.45 | 576.74 + 440.58 0.03
TNFa [pg/mL], media £ DE 21.70 + 46.25 48.91 + 33.20 0.02
Log (CITOCINAS)
Log-IL-1B, media + DE* 0.18 +1.98 1.11+1.38 0.11
Log-IL-6, media + DE* 3.64+1 3.61+1.57 0.95
Log-IL-8, media = DE 2.32+1.40 257+1.34 0.53
Log-IL-10, media + DE* 3.47£0.76 507+1.12 0.03
Log-IL-12 (p40), media + DE* 2.68 £ 1.46 3.22£1.96 0.48
Log-IL-17A, media + DE* 1.17 +1.53 1.28+1.77 0.90
Log-INFy, media + DE 1.21+1.32 2.35+1.33 0.01
Log-Leptina, media + DE 1.11+0.23 1.24 +0.46 0.27
Log-MIF, media £ DE 0.62 + 0.52 0.77 £ 0.67 0.43
Log-MCP-1, media + DE 5.49 +0.75 6.02 £ 0.90 0.02
Log-TNFa, media + DE 2.51+0.86 3.62 +0.82 0.0001

* >10 pacientes con niveles indetectables de la citocina
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7.2.  Correlaciones entre la concentracion sérica del farmaco, la actividad clinica y las

citocinas.

Posteriormente, en base a lo observado en el porcentaje de AAF y concentraciones
sub-optimas del farmaco de la tabla 6. Se propuso evaluar si hay una relacion lineal entre
los niveles séricos de farmaco, la actividad clinica (DAS28) y las citocinas en los pacientes
clasificados sin y con inmunogenicidad. En la tabla 8, observamos que el grupo de
pacientes sin inmunogenicidad no hubo una correlacion estadisticamente significativa entre
la concentracién sérica farmaco y las variables. Adicionalmente, en este mismo grupo
varias citocinas presentaron una correlacién negativa baja pero como se menciond antes
ninguna presento diferencia significativa. Con respeto al grupo de pacientes que presenta
inmunogenicidad observamos solo una correlacion positiva entre la concentracion serica de
farmaco y el DAS28, dando un factor de correlacion positiva moderada (rho= 0.61) y una
diferencia significativa de P<0.02, Figura 11. Con respeto a las demés variables no se
observo correlacion.

Tabla 8. Correlaciones de la concentracion sérica de farmaco con DAS28 y Citocinas del
grupo de pacientes de sin y con inmunogenicidad.

Sin inmunogenicidad Con Inmunogenicidad
Variables . ,n:?fs_ . ’n:1’9 -
Concentracién sérica de Concentracion sérica de
. P 3 P
farmaco (rho) farmaco (rho)
DAS28 0.20 0.23 0.61 0.02
Log-IL-1p -0.39 0.10 -0.03 0.92
Log-IL-6 0.55 0.12 0.75 0.05
Log-IL-8 -0.16 0.34 -0.24 0.40
Log-IL-10 0.50 0.39 0 1
Log-1L-12 (p40) 0.50 0.21 0.15 0.67
Log-1L-17A 0.10 0.87 0.10 0.87
Log-INFy -0.10 0.72 0.22 0.45
Log-Leptina -0.13 0.47 0.05 0.86
Log-MIF -0.22 0.18 0.34 0.23
Log-MCP-1 -0.28 0.09 -0.22 0.45
Log-TNFa -0.19 0.28 -0.17 0.55
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rho=0.61
P<0.02

T T T T T
0 100 200 300 400 500
Concentracién Serica de Farmaco [ng/mL]

E— ® DAS28 ‘

Figura 11. Analisis de correlacion entre la concentracion serica de farmaco y la
actividad clinica (DAS28). Analisis estadistico: Spearman P<0.05.

7.3.  Asociacion entre niveles de citocinas e inmunogenicidad y la actividad clinica

Para evaluar la asociacion entre los niveles de citocinas y la inmunogenicidad,
inicialmente, se realizd un analisis de regresion logistica univariado. Como se puede
observar en la Tabla 9 se encontrd una asociacién positiva de 3 citocinas con la
inmunogenicidad: Log-INFy present6 una OR (IC 95%) de 2.0 (1.1-3.4) y un valor de
P<0.01; Log-MCP-1 presentd una OR (IC 95%) de 2.3 (1.2-4.7) y un valor de P<0.03 y
Log-TNFa presento una OR (IC 95%) 4.4 (1.8-10.6) y un valor de P<0.001. Esto sugiere
que las posibilidades de las 3 citocinas se asocien positivamente a la presencia de
inmunogenicidad en pacientes con AR y bajo un tratamiento con IFX o ADA. Este
resultado concuerda con lo observado en la Tabla 7, dado que fueron las mismas 3 citocinas
las que mostraron diferencias entre los grupos de pacientes en los niveles de citocinas
transformados. Por otro lado, Log-Leptina presento un OR de 3.7 pero no fue
estadisticamente significativa (p=0.17), debido a que mostro un intervalo de confianza
(95%) amplio, en el caso de la Log-IL-10 no se observO una asociacion significativa
(p=0.08) y aungque mostr6 una OR alta (5.7), mostré un intervalo de confianza (95%) muy
amplio y cruza la unidad, sugiriendo poca precision y falta de asociacion entre las variables

dependientes e independientes.
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Tabla 9. Asociacion entre niveles de citocinas y eventos inmunogénicos.

Inmunogenicidad

OR (IC, 95%)

SIGNIFICANCIA

VS ESTADISTICA
Log-IL-1pB 1.4 (0.9-2.2) 0.13
Log-IL-6 1.0 (0.5-2.1) 0.95
Log-IL-8 1.1 (0.8-1.7) 0.52
Log-IL-10 5.7 (0.8-39.3) 0.08

Log-1L-12 (p40) 1.2 (0.7-2.0) 0.49
Log-IL-17A 1 (0.5-2.0) 0.89
Log-INFy 2.0 (1.2-3.4) 0.01
Log-Leptina 3.7 (0.6-24) 0.17
Log-MIF 1.6 (0.6-4.5) 0.38
Log-MCP-1 2.3 (1.1-4.7) 0.03
Log-TNFa 4.4 (1.8-10.6) 0.001

Odss Ratio (OR); Intervalo de confianza del 95% (IC, 95%)

Por otro lado, en la Tabla 10 se observa el analisis de asociacion entre los niveles de

citocinas y la actividad clinica (DAS28) donde se observd solo una asociacion positiva
entre los niveles de Log-MCP-1y el DAS28, presentado una OR (IC 95%) de 2.2 (1.0-4.5)

y un valor de P<0.04. Esto sugiere que el aumento en los niveles de MCP-1 podria

relacionarse con el incremento en la actividad clinica de los pacientes. Adicionalmente, se

realizd un andlisis de regresion logistica univariada entre los niveles de las 11 citocinas y el

DAS28 so6lo de los pacientes con actividad clinica (35/57, DAS28>2.6), sin embargo, no

solo no se observaron asociaciones significativas, sino se perdio la asociacion observada

para la citocina Log-MPC-1 (datos no presentados).

Tabla 10. Asociacion entre niveles de citocinas y la actividad clinica (DAS28).

DAS28 (Activo)

OR (IC, 95%)

SIGNIFICANCIA

VS ESTADISTICA
Log-IL-1P 1.3 (0.8-1.9) 0.25
Log-IL-6 0.9 (0.4-2.1) 0.79
Log-IL-8 1.0 (0.7-1.5) 0.95
Log-IL-10 1.2 (0.4-3.7) 0.70

Log-1L-12 (p40) 1.2 (0.7-2.0) 0.51
Log-IL-17A 1.3 (0.6-2.6) 0.53
Log-INFy 1.2 (0.8-1.9) 0.39
Log-Leptina 1.2 (0.2-6.2) 0.81
Log-MIF 1.6 (0.6-4.0) 0.36
Log-MCP-1 2.2 (1.0-4.5) 0.04
Log-TNFa 1.0 (0.6-1.7) 0.94
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7.4.  Andlisis individual para cada tipo de medicamento biotecnologico

Posteriormente se procedié a comparar los pacientes en base a la inmunogenicidad,
pero para cada tipo de farmaco, como se observa en las Tablas 11y 12.

En un inicio se evaluaron las diferencias en las variables demograficas y clinicas de
aquellos pacientes que recibieron IFX como tratamiento. Tabla 11 del lado izquierdo. De
esa manera, en este grupo se observaron 8 (47%) pacientes sin inmunogenicidad, siendo 2
hombre y 6 mujeres, mientras que los pacientes con inmunogenicidad fueron 9 (53%),
siendo 1 hombres y 8 mujeres. No se observaron diferencias significativas en Edad, IMC y
Tiempo de evolucién de la enfermedad. Por su parte, sélo se observd diferencia
significativa en los valores de VSG (17 + 7 vs. 28 £ 11 mm/hr, P<(.03), pero ni la
actividad clinica, FR, PCR, duracion del tratamiento con el farmaco, concentracion sérica
de IFX fueron diferentes entre ambos grupos. En comparacidn con lo observado en la Tabla
6, donde se compararon los pacientes independientemente del tipo de medicamento
biotecnoldgico, podemos observar que las misma variable (VSG) fue significativamente
diferente entre el grupo sin y con inmunogenicidad. Por otro lado, aunque también se
observo en la tabla 6, diferencia significativa en la concentracion sérica del medicamento
en el suero de los pacientes, cuando se evalua por medicamento en este caso con IFX se
pierde esta diferencia significativa, procedimos nuevamente a categorizar en politomico
(6ptimo, sub-optimo y no detectables de farmaco) a los pacientes entre sin vs con
inmunogenicidad; los pacientes con concentracion Optima de farmaco se observo en el
grupo de pacientes sin inmunogenicidad fue 1 (12.50%) y con respecto al grupo de
inmunogenicidad ningun paciente presenta concentracion dptima, después se compararon
los pacientes con concentracion sub-6ptima del farmaco en el suero, en el grupo de
pacientes sin inmunogenicidad fueron 6 (75%) y del grupo con inmunogenicidad fueron 3
(33%) pacientes, por ultimo, se evalué a los pacientes con niveles indetectables del farmaco
en el suero, en el grupo de pacientes sin inmunogenicidad fue 1 (12.50%) y del grupo de
inmunogenicidad fueron 6 (67%) pacientes. Al comparar los grupos por la prueba de
independencia ji-cuadrada o Chi® se obtuvo una diferencia significativa de p=0.06.
Conviene hacer notar que a diferencia de la Tabla 6, ahora el grupo de pacientes con
inmunogenicidad presentaron un promedio de IMC por debajo de la categoria de sobrepeso

y significativamente menor al presentado por los pacientes sin inmunogenicidad. Por otro
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lado, conviene hacer la observacion que la concentracion sérica de IFX fue mucho mayor
en los pacientes sin inmunogenicidad (224.7 £ 200.71 vs. 160.31 £ 205.93 ng/mL, P=0.63),
sin embargo, posiblemente a la importante dispersion de los datos no se alcanzé una
diferencia significativa.

Por el otro lado, en la misma Tabla 11 del lado derecho, se observa el analisis
comparativo para eventos inmunogénicos solo de los pacientes bajo el esquema de
tratamiento con ADA. De esa manera, se observaron 30 (75%) sin inmunogenicidad, siendo
3 hombres y 27 mujeres y 10 pacientes con inmunogenicidad (25%), siendo 10 mujeres. Al
comparar las variables demograficas y clinicas, no se observaron diferencias en Edad, IMC,
Tiempo de Evolucion, actividad clinica, FR, PCR o duracion del tratamiento con el
farmaco, pero si se observd el valor de VSG fue significativamente mayor en el grupo de
pacientes con inmunogenicidad (24 + 11 vs. 35 + 6 mm/hr, P<0.0002). Conviene hacer
notar que se observd una actividad clinica (DAS28) mayor en el grupo con
inmunogenicidad (3.73 vs. 3.02), sin embargo, debido a la desviacion estandar y el tamafio
de muestra no permiti6 alcanzar una diferencia significativa. En comparacion con la Tabla
6, donde se analizaron los resultados para todos los pacientes incluidos en el estudio, los
resultados para el grupo de pacientes tratados con ADA siguieron mostrando mayor nivel
en la valoracion de VSG, pero desaparecio la diferencia observada en el IMC.

Por su parte, se pudo observar que la dosis del farmaco prescrita por los
reumatoélogos fue la misma en todos los casos y, en consecuencia, los valores de
concentracion sérica del farmaco fueron muy similares. Sin embargo, aun asi, se pudo
observar que el grupo de pacientes con inmunogenicidad presentd niveles
significativamente inferiores que el grupo control (538.67 + 248.70 vs. 342.15 + 125.34
ng/mL, p<0.004). Adicionalmente, y en coincidencia con los menores niveles de farmaco
en circulacion, se observé que la frecuencia de pacientes con concentracion sub-6ptima del
medicamento fue mayor: el porcentaje de pacientes que presentan una concentracion sub-
optima del medicamento en suero, los pacientes sin inmunogenicidad fueron 18,
correspondiendo al 60%, mientras que pacientes con inmunogenicidad fueron 10,
correspondiendo al 100%, con respeto a los pacientes que mostraron una concentracion
optima del medicamento en el suero, los pacientes sin inmunogenicidad 12 (40) y los del

grupo de inmunogenicidad no presentaron nivel 6ptimos del medicamento y por ultimo,
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mostrando una diferencia significativa de p<0.02. Por otro lado, a diferencia que los
pacientes tratados con IFX que observo pacientes con niveles indetectables del farmaco en
suero, en el caso de ADA ningun paciente estuvo por debajo del nivel mino de deteccion
para determinar concentracion del farmaco.

En la tabla 12, podemos observar los resultados obtenidos de los datos
transformados a logaritmo de las citocinas de ambos tratamientos (IFX/ADA) para
disminuir la variacion que se tenia con los datos sin transformar, ver anexo 13. Hay que
hacer notar que al evaluar solo los pacientes bajo el esquema de IFX, se pierde los valores
de 3 citocinas (Log-1L-6, Log-1L-10, Log-IL-12 P40 y Log-IL-17A), esto se debe porque
alguno de los dos grupos de pacientes (sin vs con inmunogenicidad) no presentan niveles
detectables de la citocina. Por su parte, se pierde la diferencia estadisticamente significativa
en el Log-MCP-1 que se observo anteriormente en la tabla 6, pero sin embargo se mantuvo
la diferencia significativa para Log-TNFa, teniendo un promedio de (2.20 £ 0.81 vs 4.08 +
0.55, P<0.001).

Por otro lado, en la tabla 12 del lado derecho, se muestran los resultados obtenidos
de la transformacion logaritmica de citocinas de los pacientes tratados con ADA. Aqui
solamente se pierde el valor de Log-1L-10 y nuevamente se debe a que alguno de los dos
grupos no presento niveles detectables de la citocina. A diferencias de los pacientes que
fueron tratados con IFX, se observa diferencia significativa en 3 citocinas en los pacientes
tratados con ADA, las cuales fueron: Log-INFy (1.27 + 1.41 vs 2.31 £ 0.90, P<0.02); Log-
MIF (0.65 + 0.56 vs 1.13 + 0.34, P<0.01); Log-MCP-1 (5.46 + 0.76 vs 6.13 + 0.68,
P<0.02). También observamos que se pierde la diferencia estadisticamente significativa de
Log-TNFa, (2.58 + 0.87 vs 3.21 + 0.82, P=0.06).
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Tabla 11. Comparacion entre pacientes sin y con inmunogenicidad de los tratamientos de IFX/ADA.

INFLIXIMAB ADALIMUMAB
Variables Sin Con Sin Con
inmunogenicidad Inmunogenicidad p | inmunogenicidad inmunogenicidad p
n=8 n=9 n=30 n=10
Género (Hombre/Muijer, n) (%M) 2/6 (75) 1/8 (89) 0.45 3/27 (90) 0/10 (100) 0.29
Edad en afios, media + DE 50+8 51+7 0.84 51+10 52 +11 0.73
IMC kg/cm?, media + DE 26.8+39 248 +3.4 0.26 207 +7 279+35 0.29
Tiempo de evolucion de la enfermedad
(afios), media + DE 13+7 16 +10 0.46 13+7 15+8 0.57
DATOS SEROLOGICOS
DAS28, media + DE 32+17 33+1 0.89 3.02+1.13 3.73+1.07 0.09
VSG mm/hr, media + DE 17+7 28+11 0.03 24 +11 35+6 0.0002
FR (Pos*) n, (%) 6 (75) 5 (56) 0.40 23 (76) 9 (90) 0.36
PCR (Pos*) n, (%) 2 (25) 1(11) 0.45 9 (30) 5 (50) 0.25
DATOS FARMACOLOGICOS
Duracion del tratamiento con el
farmaco (afios), media = DE 4+3 7+5 0.12 4+3 4+3 0.93
Dosis [mg], media £+ DE 250 + 76 267 + 83 0.67 40(0) 40 (0)
Dosis/Peso (mg/kg), media = DE 36+11 44+12 0.14 0.59 +0.12 0.59 +0.07 0.84
Concen”ac'or?] scrica %"‘E’Fx [ng/mLL 1 5047 420071 160.31+20593 | 063 | 528.67+24870 | 34215+12534 | 0.004
Pacientes con concentracién optima, n
(%) 1 (12.50) 0 (0) 12 (40) 0 (0)
Pacientes con concentracion sub-
optima, n (%) 6 (75) 3(33) 0.06 18 (60) 10 (100) 0.02
Pacientes con concentracion no
detectable de farmaco, n (%) 1(12.50) S Y e
Tx con DMARDS n, (%) 8 (100) 7 (78) 0.16 26 (87) 7 (70) 0.23
Metotrexato n, (%) 7 (87.5) 5 (56) 0.15 21 (70) 6 (60) 0.55
Leflunomida n, (%) 1(12.5) 2 (22) 0.60 5 (16) 1 (10) 0.60
Glucocorticoidesn, (%) | - | e | e 2(7) 1 (10) 0.72
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Tabla 12. Comparacion de las citocinas transformadas entre pacientes sin y con inmunogenicidad de los tratamientos de IFX/ADA.

Log (CITOCINAS)

INFLIXIMAB

ADALIMUMAB

Sin

Con

Sin

Con

inmunogenicidad | inmunogenicidad P | inmunogenicidad | inmunogenicidad P
n=8 n=9 n=30 n=10

Log-IL-1B, media + DE* -1.10 £ 3.64 0.83+1.70 0.46 0.42+1.59 140+1.01 0.08
Log-IL-6, media+ DE* | = - | eeeeee | e 3.69+1.05 3.91+1.06 0.74
Log-IL-8, media + DE 1.75+1.63 2.64+181 0.30 2.48 +1.33 2.50+0.84 0.96
IL-10, media+ DE* | - | e e e e e
Log-IL-12 p40, media+ DE* | - | e | e 3.06 £1.09 291 +1.67 0.85
Log-IL-17A, media+= DE* | - | meem e 1.62+1.20 1.30+1.47 0.77
Log-INFy, media + DE 1+1 241 +£1.79 0.08 127+1.41 2.31+£0.90 0.02
Log-Leptina, media + DE 1.07£0.27 1.18 £0.56 0.61 1.12+0.23 1.29+0.38 0.21
Log-MIF, media + DE 0.58 +0.35 0.37£0.73 0.46 0.65+0.56 1.13+0.34 0.01
Log-MCP-1, media + DE 558 +£0.73 590+1.13 0.50 5.46+0.76 6.13+0.68 0.02
Log-TNFa, media + DE 2.20+0.81 4.08+0.55 0.001 2.58 +0.87 3.21+0.82 0.06

Interleucina 1 beta (IL-1p); Interleucina 6 (IL-6); Interleucina 8 (IL-8); Interleucina 10 (IL-10); Interleucina 12 proteina 40 (IL-12 p40); Interleucina 17 A (IL-
17A); Interferén gamma (INFy); Factor de inhibicion de la migracion de macrofagos (MIF); Quimiocina quimioatrayente de monocitos 1(MCP-1); Factor de
necrosis tumoral alfa (TNFa); Logaritmo natural (Log); Desviacion estandar (DE); >10 Pacientes con niveles indetectables de 1a citocina (*).
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7.5.  Correlaciones individuales para cada tratamiento entre la concentracion sérica del

farmaco, la actividad clinica y las citocinas.

A continuacion, se evalu6 a los pacientes de acuerdo a su tratamiento para observar
si hay una relacién lineal entre los niveles séricos de farmaco (IFX/ADA), la actividad
clinica (DAS28) y las citocinas. En la tabla 13 del lado izquierdo, observamos en el grupo
de pacientes sin inmunogenicidad una disminucion en el nivel de Log-TNFa (funcién
lineal) a medida que el IFX se encuentra en niveles 6ptimos o suboptimo en el paciente,
dando un factor de correlacion negativo alto (rho= -0.89) y una P<0.02, Figura 12-A. Con
respeto a las demas variables no se observo correlacién. Por otro lado en la misma tabla del
lado derecho, observamos nuevamente en el grupo de pacientes sin inmunogenicidad con
ADA. Una disminucion en los niveles de Log-MIF (funcion lineal) a medida que el ADA
se encuentra en niveles éptimos o subdptimo en el paciente, dando un factor de correlacion
negativo moderado (rho= -0.41) y una P<0.03, Figura 12-B. Nuevamente no se observé
correlacién con otras variables. De esa manera, se concluye que no se observa una
correlacion estadisticamente significa entre los niveles sericos de ambos farmacos
(IFX/ADA) y las variables (DAS28 y citocinas), a diferencia de Log-TNFa y Log-MIF que

si presentaron correlacion, como lo indican los analisis estadisticos.

INFLIXIMAB
° ADALIMUMAB

. rho= -0.89 B
P<0.02 157

winr

rho=-0.41
P<0.03

T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 200 400 600 800
Concentracion Serica de Farmaco [ng/mL] Concentracion Serica de Farmaco [ng/mL]

Figura 12. Andlisis de correlacion entre el nivel de concentracion sérica de farmaco
(IFX/ADA) vy la citocina Log-TNFa (A), Log-MIF (B). Analisis estadistico: Spearman
P<0.05.
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Tabla 13. Correlaciones individuales entre concentracion sérica de farmaco con actividad clinica (DAS28) y Citocinas del grupo siny
con inmunogenicidad en base a los tratamientos (IFX/ADA).

INFLIXIMAB ADALIMUMAB
Variables Sin inmunggenicidad Con inmun_ogenicidad Sin inmurlogenicidad Con inmugogenicidad
n=8 n=9 n=30 n=10

[IFX] sérica (rho) | P | [IFX] sérica (rho) | P |[ADA] sérica(rho) | P | [ADA] sérica(rho) | P
DAS28 0.14 0.74 0.40 0.60 0.14 0.45 0.61 0.06
Log-IL-1p | - | - -0.40 0.60 -0.50 0.05 0.31 0.46
Log-IL-6 | - | - 0.50 0.67 0.62 0.10 0.80 0.20
Log-IL-8 -0.26 0.53 0.60 0.40 -0.19 0.33 -0.02 0.96
Log-IL-10 | = —=eeem | eeee- 0.50 0.67 0.50 039 - | -
Log-IL-12 (p40) | - |- 0.40 0.60 0.25 0.59 0.36 0.43
Log-IL-17A | === | e | emeeee | e -0.60 0.28 -0.50 0.67
Log-INFy -0.75 008 - | - 0.03 0.90 0.13 0.71
Log-Leptina -0.59 0.12 0.20 0.80 -0.03 0.89 -0.43 0.22
Log-MIF 0.43 0.29 0.40 0.60 -0.41 0.03 -0.31 0.39
Log-MCP-1 -0.19 0.65 0.40 0.60 -0.29 0.12 -0.13 0.73
Log-TNFa -0.89 0.02 0 1 -0.18 0.37 0.02 0.96
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7.6.  Asociaciones individuales para cada tratamiento entre niveles de citocinas e

inmunogenicidad y la actividad clinica.

En la Tabla 14 podemos observar los resultados conjuntos del analisis de regresion
logistica univariada entre los niveles transformados de citocinas pro-inflamatorias y su
asociacion con la inmunogenicidad. Primeramente, con respecto a los pacientes bajo el
esquema de IFX no se observd ninguna asociacion con las citocinas. Pero se observé que el
Log-TNFa presento un OR (IC 95%) de 48 (0.9-2721.3) y un valor de P=0.05, pero no fue
estadisticamente significativo debido a que mostro un intervalo de confianza (95%) muy
amplio. Hay que hacer notar que debido al bajo nimero de pacientes con niveles
detectables de Log-I1L-10, Log-IL-17A y bajo tratamiento con IFX, no se pudo realizar este
analisis estadistico.

Por otro lado, en el lado derecho de la Tabla 14, se observan los resultados del
analisis de asociacion para los pacientes tratados con ADA. A diferencia de los resultados
para IFX, estos pacientes muestran asociacion entre el incremento de los niveles de Log-
MCP-1 y la inmunogenicidad (OR 8.4 (1.3-52.7), p<0.03). Por su parte, a semejanza de lo
observado para los pacientes con IFX, el incremento en los niveles de TNFa es un factor de
riesgo significativo (OR 3.2 (1.1-9.2), p<0.04) para el desarrollo de eventos inmunogéenicos
en los pacientes tratados con ADA. Hay que reconocer, sin embargo, aunque fue
significativo, se observé el intervalo de confianza para Log-MCP-1 fue muy amplio,
sugiriendo menor precision en el resultado, a diferencia de la asociacion observada para
Log-TNFa. Hay que resaltar que las relaciones observadas no necesariamente significan
causalidad y requiere seguir investigando para poder dar una explicacién a estas
asociaciones.

Por otro lado, en la Tabla 15 podemos observar los analisis de asociacion entre los
niveles de citocinas y la actividad clinica de los pacientes, dividendo los pacientes de
acuerdo al tratamiento farmacologico: izquierda, IFX y derecha, ADA. De manera
resumida, a semejanza del analisis realizado para todos los pacientes (Tabla 10), podemos
observar que tampoco aqui ninguna citocina se asocié de manera significativa con la
actividad clinica de los pacientes incluidos en el estudio, sugiriendo que los cambios en los

niveles de citocinas no tuvieron una repercusion en la actividad de la AR.
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Tabla 14. Asociacion entre niveles de citocinas y eventos inmunogenicos de pacientes de los tratamientos de IFX/ADA.

Inmunogenicidad INFLIXIMAB ADALIMUMAB
VS OR (IC, 95%) Significancia estadistica OR (IC, 95%) Significancia estadistica

Log-IL-1B 1.4 (0.8-2.7) 0.25 1.7 (0.8-3.2) 0.14
Log-IL-6 1.0 (0.3-3.9) 0.97 1.3 (0.4-4.4) 0.71
Log-1L-8 1.4 (0.7-2.6) 0.29 1.0 (0.6-1.8) 0.96
Log-IL-10 | e | mmeeee e e
Log-1L-12 (p40) 2.4 (0.5-12.7) 0.31 0.6 (0-23.1) 0.79
Log-IL-17TA | e e 0.9 (0.4-2.0) 0.84
Log-INFy 2.3(0.7-7.2) 0.14 0.8 (0.2-2.8) 0.70
Log-Leptina 1.9 (0.2-18.1) 0.60 2.0 (1.0-4.2) 0.06
Log-MIF 0.5(0.1-3.8) 0.47 14.7 (0.5-395.1) 0.11
Log-MCP-1 1.5(0.5-4.2) 0.48 8.4 (1.3-52.7) 0.02
Log-TNFa 48 (0.9-2721.3) 0.05 3.2(1.1-9.2) 0.03

Tabla 15. Asociacion entre niveles de citocinas y la actividad clinica (DAS28) de pacientes de los tratamientos de IFX/ADA.

DAS28 (Activo) INFLIXIMAB ADALIMUMAB
VS OR (IC, 95%) Significancia estadistica OR (IC, 95%) Significancia estadistica

Log-IL-1P 1.6 (0.8-3.3) 0.20 1.1 (0.6-1.9) 0.72
Log-IL-6 1.0 (0.3-3.9) 0.97 0.8 (0.2-2.9) 0.79
Log-IL-8 1.1 (0.6-2.0) 0.72 0.9 (0.5-1.5) 0.63
Log-IL-10 0.3 (0-48.9) 0.67 0.5 (0-8) 0.65
Log-1L-12 (p40) 1.4(1.0-3.1) 0.35 1.0 (0.4-2.2) 0.93
Log-IL-17A 3.5(0.3-47.3) 0.35 0.9 (0.3-3) 0.83
Log-INFy 1.4 (0.6-3.3) 0.39 1.1 (0.7-2) 0.69
Log-Leptina 2.1(0.2-21.1) 0.53 0.7 (0.1-7.2) 0.74
Log-MIF 5.8 (0.3-127.7) 0.26 1.1 (0.3-3.4) 0.92
Log-MCP-1 1.6 (0.5-4.8) 0.40 2.8 (1.0-7.7) 0.05
Log-TNFa 1.8 (0.6-4.8) 0.26 0.7 (0.3-1.6) 0.43
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7.7.  Comparacién en base al tratamiento farmacoldgico.

En la Tabla 16 se observa la comparacion entre pacientes bajo tratamiento con IFX

y ADA, para la variables demograficas, serologicas y farmacoldgicas. Entre las diferentes

variables registradas, solo se pudo observar diferencias en el IMC (25.7 + 3.7 vs. 29.3 + 6.4

2
kg/cm , p<0.01) y porcentaje de pacientes con AAF (53 vs. 25 %, p<0.04). El resto de las

variables no mostraron diferencias significativas, incluida la actividad clinica DAS28 (3.2 +

1.3vs.3.2 £ 1.2).

Tabla 16. Comparacion de pacientes en base al farmaco empleado: Infliximab vs.

Adalimumab.
Variables Infliximab Adalimumab
n=17 n=40 P
Género (Hombre/Mujer, n) (%M) 3/14 (82) 3/37 (93) 0.25
Edad en afios, media = DE 50+8 51+10 0.78
IMC kg/em , media + DE 257 +3.7 203+6.4 0.01
Tiempo de evolucion de la
15+ 13+7 44
enfermedad (afios), media + DE >+8 3 0
DATOS SEROLOGICOS
DAS28, media + DE 32+13 32+1.2 0.93
VSG mm/hr, media + DE 23+11 26 (11) 0.33
FR (Pos*) n, (%) 11 (65) 32 (80) 0.22
PCR (Pos*) n, (%) 3(18) 13 (35) 0.19
DATOS FARMACOLOGICO
Duracion del tratamiento con el
+ + .
farmaco (afios), media = DE >+4 4+3 0.21
Pacientes con concentracion
optima, n (%) 16 12 (30)
Pacientes con concentracion sub-
28 (7 2
sptima, n (%) 9 (53) 8 (70) 0.20
Pacientes con concentracion no
7 (41
detectable de farmaco, n (%) (41) 0
Presencia de AAF, (%) 9 (53) 10 (25) 0.04
Tx con DMARDSs n, (%) 15 (88.24) 33 (82.50) 0.58
Metotrexato n, (%) 12 (70.59) 27 (67.5) 0.82
Leflunomida n, (%) 3 (17.65) 6 (15) 0.80
Glucocorticoides n, (%) 0(0) 3(7.5) 0.25
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Por su parte, se observaron algunas diferencias con respecto a los niveles de
citocinas al comparar entre los pacientes tratados con IFX de aquellos tratados con ADA.
Como se observa en la Tabla 17 los niveles de Log-IL-10 fueron significativamente
mayores en aquellos pacientes bajo tratamiento con IFX. Sin embargo, como se mencioné
anteriormente, para el caso de las citocinas Log-IL-1B, Log-IL-6, Log-IL-10, Log-IL-
12(p40) e Log-IL-17A nos encontramos que la mayoria de los pacientes tuvieron niveles
indetectables de la citocina, por lo cual no podemos generalizar los valores numéricos
obtenidos dado que corresponde a un subgrupo minoritario de pacientes. Por otra parte,
también se observé que los niveles de Log-MIF fueron aparentemente mayores en pacientes
tratados con ADA, mientras que el nivel promedio de Log-TNFo fue mayor en los
pacientes bajo tratamiento con IFX, sin embargo, en ninguno de estos dos casos se pudo
alcanzar la significancia estadistica. Aunque es posible que el incremento del nimero de
pacientes permita, en un estudio posterior y observar diferencias significativas, en base a
los resultados aqui presentados podemos indicar que no hubo diferencias en los niveles de

citocinas cuando comparamos los pacientes en bajo a su tratamiento biotecnolégico.

Tabla 17. Comparacion de las citocinas transformadas de pacientes en base al farmaco
empleado: Infliximab vs. Adalimumab.

Infliximab Adalimumab
Log (CITOCINAS) n=17 =40 p

Log-IL-1B, media + DE* 0.30+2.34 0.75+1.48 0.57
Log-IL-6, media + DE* 3.35+1.77 3.76 £1.01 0.61
Log-IL-8, media = DE 2.22+1.73 249+1.21 0.51
Log-IL-10, media + DE* 5.52 £0.60 3.44 +£0.68 0.001
IL-12 (p40), media + DE* 3.08 +2.53 2.99 +1.36 0.93
Log-IL-17A, media + DE* 0.89+2.10 1.50+1.21 0.54
Log-INFy, media + DE 1.80 £1.62 1.58 £1.35 0.66
Log-Leptina, media + DE 1.13+0.44 1.16 +0.28) 0.79
Log-MIF, media = DE 0.47 +0.58 0.76 £ 0.55 0.09
Log-MCP-1, media + DE 5.75+0.95 5.63+0.79 0.63
Log-TNFa, media + DE 3.33+1.15 2.75+0.89 0.06
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7.8.  Asociacion entre los niveles de citocinas y el tratamiento (IFX/ADA)

Posteriormente, en base a los resultados obtenidos para los niveles de citocinas pro-

inflamatorias, evaluamos su posible asociacion al esquema de tratamiento de los pacientes,

como se puede observar en la Tabla 18. De esa manera, podemos observar que ninguna de

las 11 citocinas se asocié de manera significativa con el tratamiento biotecnoldgico o

explicandolo de otra manera, no observamos que las variaciones en los niveles de citocinas

coincidieran con alguno de los dos tipos de tratamientos IFX o ADA. Para el caso de MIF

podemos observar que, aunque obtuvimos un valor de OR de 2.5, sugiriendo que los

niveles altos de MIF son 2.5 veces mas probables en pacientes tratados con ADA, esto no

fue estadisticamente significativo y su intervalo de confianza rebasa la unidad.

Tabla 18. Asociacion entre los niéveles de citocinas y el tratamiento.

TRATAMIENTO (IFX o ADA)

OR (IC, 95%)

SIGNIFICANCIA ESTADISTICA

Vs
Log-IL-1B 1.1 (0.8-1.7) 0.49
Log-IL-6 1.3 (0.6-2.9) 0.51
Log-IL-8 1.1 (0.8-1.7) 0.51
Log-IL-10 | e e

Log-IL-12 (p40) 1(0.6-2.7) 0.91
Log-IL-17A 1.3 (0.6-2.7) 0.47
Log-INFy 1(0.6-1.4) 0.62
Log-Leptina 1.3 (0.2-7.4) 0.75
Log-MIF 2.5(0.9-7.4) 0.09
Log-MCP-1 0.8 (0.4-1.7) 0.62
Log-TNFa 0.6 (0.3-1) 0.06
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8.  DISCUSION
8.1. Inmunogenicidad en bloqueadores de TNFa

Mdltiples estudios han evidenciado que los medicamentos biotecnolégicos tales
como los bloqueadores de TNFa reducen significativamente la actividad de la enfermedad
y mejoran la calidad de vida de los pacientes, al observar los indices de respuesta clinica de
AR segun los criterios de ACR/EULAR 2010 de una mejoria de ACR70 (un 70% de
mejoria en articulaciones dolorosas y tumefactas mas una reduccion del 70% de reactantes
de fase aguada (VSG o PCR)®8) sin embargo, dado que el tratamiento requiere la
aplicacion de dosis frecuentes de estas moléculas; 8 semanas en moléculas quiméricas y 15
semanas para moléculas humanizas para alcanzar un alto nivel de eficacia, pero cuando los
pacientes no responden adecuadamente con la dosis inicial, se requiere un ajuste dosis y
disminuir las frecuencias. Debido a eso, los pacientes pueden desarrollar inmunogenicidad
por ejemplo la presencia de AAF. De esa manera, varios estudios han reportado la
generacion de AAF para diferentes medicamentos biotecnolégicos**® 1% 180 Ep ese
sentido, recientemente lo presentamos en un articulo de revision“*®, que comprende no
s6lo bloqueadores de TNFa, sino de otras moléculas (ver Anexo 15). Como se menciono
previamente, este tipo de evaluacion, a nuestro conocimiento, no habia sido realizada en
nuestro pais en un proyecto diferente a las evaluaciones que requieren realizar las propias
compafiias farmacéuticas, permitiendo entonces tener una vision de conjunto sobre la
respuesta inmunogénica para los dos principales inhibidores de TNFa empleados en el
tratamiento de pacientes con AR. Asimismo, esta informacidn permitird comparar con la
respuesta a medicamentos por poblaciones de otras regiones del mundo®®®. En ese sentido,
estos resultados, a nuestro conocimiento, constituyen la primera evidencia que los pacientes
con AR tratados con alguno de estos dos medicamentos biotecnoldgicos pueden generar
AAF.

Conveniente resaltar el hecho que la frecuencia de reportes de inmunogenicidad por

el tratamiento con IFX y ADA, ha sido de las mas altas*®" 18919

, Y parte de esto puede ser
consecuencia del hecho de que han sido las moléculas més utilizadas en el tratamiento de
AR en todo el mundo. En un estudio de revisién realizado por Strand, V. et al. 2017®?,

compararon la tasa de inmunogenicidad en pacientes con AR ante diferentes medicamentos
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biotecnologicos, llegando a la conclusion que la tasa de inmunogenicidad en pacientes
tratados con IFX/ADA era mayor 50%. Sin embargo, estos valores pueden ser muy
variables debido a que van a depender de varios factores tales como las técnicas de
evaluacion, disefio del estudio y seleccion de los pacientes. En nuestro estudio, se identifico
una tasa de inmunogenicidad positiva en un 53% de pacientes tratados con IFX y en 25%
de aquellos tratados con ADA. De manera tal, el estudio de Arstikyte et al 2015, observo
una tasa de inmunogenicidad de 33.3% de AAF en pacientes tratados con IFXy 11.1% de
AAF en pacientes tratados con ADA®™). Por otro lado, en base a nuestros resultados, los
pacientes tratados con IFX mostraron una tasa mayor de inmunogenicidad, a diferencia de
los pacientes tratados con ADA, lo cual se corrobora con varios estudios publicados®*® 17
178 donde reportan que los pacientes tratados con IFX se generan més tasas de AAF. Esto
podria explicarse por el hecho de que IFX es un anticuerpo quimérico, mientras que ADA
es una molécula humanizada, sin embargo, también ha quedado claro que la humanizacién
total de la biomolécula empleada como medicamento no garantiza la ausencia de
inmunogenicidad®®* 1%,

Por otra parte, al hacer la comparacion entre pacientes con y sin inmunogenicidad,
observamos que sélo algunas variables, tales como IMC, concentracion sub-optima del
medicamento y VSG, fueron diferentes entre los dos grupos; siendo el grupo de pacientes
con inmunogenicidad quienes mostraron menor IMC, mayor nivel de VSG y mayor
porcentaje de pacientes con baja concentracion del medicamento en circulacion. Mientras
que no se cuenta con explicacién al hecho de que los pacientes con inmunogenicidad
presentaron un IMC menor, el desarrollo de la inmunogenicidad al medicamento
biotecnoldgico implicaria la formacién de AAF especificos y la formacidon de complejos
AAF-medicamento (IFX o ADA), pudiéndose esperar que los niveles del farmaco libre
estarian por debajo de la concentracion optima. De igual manera, al haber menores niveles
de farmaco biodisponible para bloquear a TNFa, se podria esperar un incremento de dolor e
inflamacion (DAS28) y, consecuentemente, un nivel mayor de VSG®® 199 Sin embargo,
esta explicacién no puede ser tan sencilla porque como varios estudios han reportado, los
niveles de PCR también se incrementan en procesos inflamatorios y en pacientes con
AR 1) - Asimismo, en estudios disefiados para validar la utilidad ya sea de VVSG o de los

niveles de PCR y la conclusion fue que ambos son igualmente utiles para el diagnostico
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clinico de la AR™®); sin embargo, en nuestro estudio no observamos esa diferencia entre
los pacientes con y sin inmunogenicidad. Asimismo, hay que resaltar que aunque el
promedio de la actividad clinica (DAS28) fue mayor en pacientes con inmunogenicidad,
esto no alcanzé diferencia significativa con los pacientes sin inmunogenicidad. De esto solo
se puede sugerir que en nuestro grupo de pacientes bajo tratamiento con blogueadores de
TNFa, permitid observar la presencia de AAF en un subgrupo de pacientes, que
coincidieron con niveles sub-optimos del farmaco en circulacion, pero sin consecuencias
estadisticas en la actividad clinica. Este ultimo resultado parece no coincidir con estudios
previos donde se ha observado que los pacientes con inmunogenicidad parecen asociarse
con mayor actividad clinica®” **® menor respuesta terapéutica®® 1% menor porcentaje
de remision®® y mayor incidencia de efectos adversos al farmaco®> 2% Inicialmente, hay
se considerd que posiblemente este estudio tiene poco poder estadistico para poder detectar
el efecto de interés, por lo que incrementando el nimero de pacientes en la evaluacién
podriamos alcanzar una diferencia significativa. Por otro lado, se requiere continuar el
seguimiento de los pacientes reclutados en esta fase del proyecto para poder determinar la
respuesta terapéutica (ACR20 o DeltaDAS28) y, entonces, podremos confirmar que si los
pacientes que ahora mostraron niveles altos de VSG y niveles sub-6ptimos de farmaco en
circulacion, derivan en un incremento en la actividad clinica o respuesta terapéutica.
Asimismo, con base en un estudio previo de nuestro grupo de investigacion donde se
observo que el sobrepeso de los pacientes parece interferir en la relacion entre citocinas
pro-inflamatorias y actividad clinica de los pacientes con AR®Y, creemos que un estudio
semejante pero en un grupo de pacientes sin sobrepeso posibilitaria ver diferencias clinicas
e inflamatorias entre grupos sin y con inmunogenicidad. En el mismo sentido, un estudio
realizado por Kneepkens, E. L. et al, 2015%%), reporté que el IMC se ha descrito como un
factor que afecta los niveles anti-TNF; sin embargo, los datos reportados anteriormente no
han sido concluyentes. Asimismo, en un estudio relativamente reciente®®, se describe que
el IMC alto puede influir en el perfil farmacocinética de los medicamentos inhibidores de
TNFo (meseta farmacoldgica y distribucion), provocando que no respondan
adecuadamente al tratamiento y presenten niveles bajos del medicamento. Para explicar
esto, se ha sugerido que tejido adiposo incrementa el perfil inflamatorio del paciente asi

como puede jugar un papel en la biodisponibilidad del medicamento. Por otro lado, en el
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mismo estudio se describe otro factor que altera la farmacocinética del medicamento, que
es la adherencia deficiente o la falta de adherencia la cual se ha asociado con una respuesta
deficiente del tratamiento”. Aunque no se hizo una evaluacién de la adherencia al
tratamiento, en el presente estudio, los pacientes debieron regresar con el reumat6logo por
la nueva dosis de medicamento biotecnolégico, por lo que se asume que la adherencia de
los pacientes incluidos en el estudio estuvo bajo control.

Por otro lado, hay que hacer notar, también, que los pacientes incluidos en el estudio
en términos generales mostraron un nivel de actividad clinica bajo-moderado (DAS28
promedio 3.2 + 1.2) y donde una cuarta parte de los pacientes se encontraban en remisién
(DAS28<2.6), por lo que las variaciones inflamatorias y, por tanto, clinicas eran
relativamente pequefias, dificultando el encontrar diferencias significativas. Esto se debid
ya que los pacientes en remision se encontraban en tratamiento con otros farmacos como el
MTX.

Otro dato interesante que se observd en la Tabla 6 fue que los pacientes de ambos
grupos presentaron concentraciones sub-6ptimas del medicamento. En el caso de los
pacientes con inmunogenicidad, el 100% de ellos present6 concentraciones sub-optimas del
medicamento, mientras que los pacientes control presentaron un porcentaje
significativamente menor (66%, p<0.001). Varios estudios han reportado que la
administracion de metotrexato en combinacion con el tratamiento con inhibidores de TNFa.
parece disminuir la frecuencia de la inmunogenicidad %% 84 203 209 gjn embargo, como
podemos observar en el presente estudio, el porcentaje de pacientes con tratamiento
combinado con MTX (74% vs 58%, P=0.23), LEFLU (16% vs 16%, P=1.00) y GLU (5%
vs 5%, P=1.00) fue similar entre el grupo de pacientes control y con inmunogenicidad. De
manera tal, que se podria sugerir de estos datos que el tratamiento combinado con MT X no
parece derivar en diferencias en el desarrollo de inmunogenicidad.

Ahora, al analizar los pacientes por separado y de acuerdo a su tratamiento con el
diferente bloqueador de TNFa (Tablas 11), permite observar diferencias entre los grupos de
pacientes control y con inmunogenicidad. Al revisar diferentes estudios realizados para
determinar inmunogenicidad, los autores no discuten el conjunto de sus variables o no le
dan méas importancia, lo cual pudieran sesgar o limitar la orientacién de sus resultados**>

172,177,178, 205) £ este sentido, el presente estudio parece haber llevado a cabo un control
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mas estricto de las variables con el fin de identificar si alguna de estas pudiera influir con
generacion de la inmunogenicidad en los medicamentos biotecnologicos. De esa manera, al
analizar las diferencias entre pacientes sin y con inmunogenicidad, por separado para cada
tipo de medicamento biotecnoldgico, pudimos identificar que las diferencias fueron
diferentes segun el medicamento: mientras que el tratamiento con IFX coincidié con un
incremento en IMC, VSG y porcentaje de pacientes con niveles sub-Optimos del
medicamento; el tratamiento con ADA mostré incremento en VSG, porcentaje de pacientes
con niveles sub-Optimos y menor concentracién circulante del farmaco. Hay que hacer
notar, sin embargo, que no se observaron diferencias en los niveles circulantes de IFX
posiblemente debido a la gran variacion encontrada y aunque la concentracion promedio
fue mucho menor para los pacientes con inmunogenicidad (Tabla 11), no se alcanz6
diferencia significativa.

Por ultimo, se observo que la concentracién sérica del medicamento que se mostro
en la tabla 6, presento diferencia significativa entre el grupo de pacientes (control vs
inmunogenicidad) P<0.001. Pero al separar los tratamientos (IFX/ADA) los pacientes
tratados con IFX se pierde la diferencia significativa P=0.06 y con los ADA se mantiene
P<0.02, por lo cual, coincide con la concentracion de farmaco en suero, aunque no se pudo
observar una diferencia significativa en los pacientes con IFX por la gran variacion
estadistica (P=0.33) y en cambio con los pacientes con ADA si presentaron diferencia
significativa (P<0.004), lo interesante en estos datos es que los pacientes del grupo control
tiene concentraciones sub-Optimas del medicamento que esperabamos observar solo en el

grupo de inmunogenicidad.

8.2.  Correlacion entre niveles séricos del farmaco, DAS28 y Citocinas

En este estudio, el 41% de los pacientes (7/17) tenian una concentracion sérica de
IFX <35 ng/mL entre el grupo de pacientes sin vs con inmunogenicidad, que coincide a la
frecuencia reportada por van den Bemt et al. 2011°%), el 30% de sus pacientes tenian
concentraciones bajas de IFX. Otro estudio similar publicado este afio por Siljehult et al.
2018@7) el 33.8% de sus pacientes presentaron concentracién seria de IFX baja. Con
respeto a nuestros resultados y los resultados de los autores anteriormente mencionados,

coincidimos que la presencia de AAF se relaciona claramente a una disminucion del
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farmaco en circulacion y como consecuencia se pierde la remision en el paciente. Por otro
lado, esto no se observo en los pacientes tratados con ADA, debido a que ningun paciente
presento niveles indetectables del farmaco, como se muestra en la tabla 16.

Posteriormente, realizamos la correlacion de los datos agrupados entre los niveles
séricos del farmaco y el DAS28 entre el grupo sin y con inmunogenicidad, tabla 8,
observamos que solamente se una correlaciono positiva moderada entre los niveles séricos
de farmaco y DAS28 en los pacientes con inmunogenicidad (rho= 0.6, P<0.02), este
resultado nos sugiere que los niveles de DAS28 no disminuye ante la presencia del farmaco
en circulacién. Otros estudios han reportado una menor concentracion en suero de IFX que
se correlaciona significativamente con DAS28 alto y esto se debe por la presencia de
AAF®* 172 Con respeto a las citocinas ninguno de los dos grupos presento una
correlacion. Por otro lado, realizamos un analisis de correlacion de los pacientes de acuerdo
a su tratamiento entre los niveles séricos de farmaco (IFX/ADA), DAS28 y citocinas. En
los pacientes tratados con IFX, se observd una correlacion negativa alta en el grupo control
entre la concentracion sérica de IFX y el TNFa (rho= -0.89, P<0.02) y en los pacientes
tratados con ADA, se observo una correlacion negativa moderada en el grupo control entre
la concentracion sérica de ADA y el MIF (rho= -0.41, P<0.03). Estos resultados nos
sugieren que el farmaco esté alterando los niveles de estadas 2 citocinas. Por otro lado, no
se observo correlacion con otras citocinas. A diferencia de un estudio realizado por Moots,
et al. 20177®, demuestran que sus pacientes tratados con IFX o ADA y con presencia de
AAF, tenian concentraciones séricas de farmaco significativamente mas bajas y niveles de
VSG y PCR séricos altos, sugiriendo en sus resultados que la presencia de AAF
disminuyen los niveles del fArmaco en los pacientes e incrementa los niveles de marcadores
inflamatorios. Con respeto a lo mencionado anteriormente, en nuestro estudio observamos
diferentes citocinas que presentan correlacion negativamente entre los dos grupos, pero no
fueron estadisticamente significativas, esto podria deber al tamafio de muestra lo cual no

nos permite observar una relacion lineal con otras citocinas.
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8.3.  Asociacion del perfil de citocinas y inmunogenicidad

En varios estudios se han reportado modificaciones de los niveles séricos de
citocinas pro-inflamatorias en pacientes con AR tratados con estos IFX o con ADA. Entre
los resultados mas reproducibles esta el hecho de que el tratamiento con estos bloqueadores
de TNF disminuyeron los niveles de IL-6, VEGF-A, IL-10, TNFR2%2D,
Adicionalmente, en un par de estudios similares se observd que el tratamiento bioldgico
coincidié con el incremento de las citocinas IL-4 e INFy'%2!2_ |_os autores comentaron a
proposito de ese cambio que los niveles, sobretodo de INFy, podria ser empleado como
marcador predictivo de la inmunogenicidad. De manera similar, en un estudio comparativo
realizado con pacientes con AR y con Lupus Eritematoso Generalizado sugirieron que el
incremento en los niveles de INFo podria ser empleado como predictivo de la generacion
de AAF®). Empleando un disefio diferente (tiempo de toma de muestra), en otro estudio
se reportdé que los niveles basales bajos de IL-6 e IL-10 podrian predecir una buena
respuesta al afio de tratamiento con IFX, sugiriendo que el incremento en los niveles de
estas citocinas podria asociarse con inmunogenicidad o falla terapéutica®?.

En uno de los primeros reportes donde se evaluaron pacientes con AR tratados con
inhibidores de TNFa se analizo el perfil de 12 citocinas en liquido sinovial (LS) y plasma
con respecto a su respuesta al tratamiento (n=42). En ese estudio se encontrdé que los
pacientes que no respondieron a la terapia presentaban basalmente niveles elevados de IL-6
en LS y niveles bajos del factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) e IL-2,
mientras que el resto de las citocinas evaluadas en LS no fueron predictores de respuesta,
sugiriendo que las 2 citocinas mencionadas anteriormente, podrian ser Utiles para predecir

la inmunogenicidad®.

Sin embargo, en plasma no se encontraron valores
significativamente diferentes entre los pacientes que respondieron o no al tratamiento,
aunque los niveles de IL-6 se redujeron pos-tratamiento. Por su parte, en el estudio, como
se mostro en la Tabla 7; se evaluaron 11 citocinas en el plasma de los pacientes con AR y
bajo el tratamiento con IFX/ADA y observamos diferencia significativa en los niveles
basales de 3 citocinas entre los grupos control y con inmunogenicidad: INFy (P<0.01),
MCP-1 (P<0.01) y TNFa (P<0.0003). También se observé diferencia significativa en los
niveles de IL-10 (P<0.03), pero, como se describio en los resultados en la mayoria de los

pacientes incluidos en el estudio (n=57) no se encontraron niveles detectables de la citocina

76



por lo que su valor estadistico es menor. Cabe la pena resaltar que a semejanza de estudios
previos, aqui también observamos que el incremento de INFy se asocio con la
inmunogenicidad 1.

En otro estudio previo con una cohorte de pacientes con AR tratados con
medicamentos biotecnoldgicos se evaluaron los niveles de 27 citocinas/quimiocinas y 4
receptores solubles en 138 muestras de sueros de pacientes con AR de larga evolucion de la
enfermedad con el fin de establecer un perfil de citocinas antes y después del tratamiento.
Asimismo, por analisis de regresion lineal maltiple identificaron los biomarcadores
predictores de la remision (DAS28<2.6) en Tocilizumab (anticuerpo monoclonal que
bloquea al receptor de la IL-6) y Etanercept (Dominio extracelular del receptor de TNFa
unido a dominio Fc de 1gG1 humana y bloqueador de TNFa). En ese estudio se observé
que las variaciones en los niveles de las citocinas fue diferente para ambos farmacos,
probablemente debido tienen diferente mecanismo de accion. En sus resultados mostraron
que, los niveles séricos basales de IL-6, IL-8, Receptor solubles de TNF I y Il (STNF-RI y
I1) y el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) fueron predictivos de remision en
el tratamiento con Tocilizumab. Por su parte, la remision para Etanercept se asocio a la
presencia de niveles basales mas elevados de IL-9, TNFo y VEGF1®®). En base a esos
resultados, se puede considerar que parece que la magnitud en el cambio de los niveles
circulantes de citocinas refleja la respuesta clinica promovida por el tratamiento en los
pacientes.

Por su parte, en nuestro estudio se incluyeron pacientes con tratamiento con IFX o
ADA, aunque también se evaluaron las variaciones de citocinas circulantes para cada
tratamiento en lo particular. De esa manera, observamos que los pacientes tratados con IFX
no se mostraron diferencia significativa en los niveles de citocinas y en el caso los
pacientes con ADA se encontraron diferencias significativas en los niveles de Log-INFy;
Log-MIF y Log-MCP-1; sin embargo, se perdio la diferencia significativa observada para
Log-TNFa con tratamiento con IFX. Como se observé en un estudio previo®>, nosotros
también observamos diferencias en los perfiles de citocinas inducidos por los 2 tratamientos
con anti-TNFa; sin embargo hay que resaltar que como se menciond antes, en el otro

estudio se emplearon medicamentos con diferente mecanismo de accion, mientras que
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nosotros incluidos pacientes tratados con medicamentos, en principio, con el mismo
mecanismo de accion.

Posteriormente, para evaluar la asociacion entre los niveles de las citocinas y la
inmunogenicidad, realizamos el andlisis de regresion logistica univariado. En el caso de los
pacientes con IFX no se observd asociacion y en los pacientes con ADA se encontrd
asociacion en Log-MCP-1 y Log-TNFa. Por otro lado, algo que se debe destacar del
presente estudio es el hecho de que se encontrd una asociacion entre los niveles basales de
Log-INFy y la inmunogenicidad, pero solo cuando se juntaron los datos de ambos grupos.
En base a estos resultados, podemos sugerir que el monitoreo en los niveles basales de
IFNy, TNFa y MCP-1 podrian sugerir la generacion de AAF vy, por tanto, eventos
inmunogénicos en pacientes bajo tratamiento con IFX o ADA.

Adicionalmente, en un estudio reciente y con similaridad al que aqui se presenta,
evaluaron los niveles de IL-6, TNFR1 y TNFR2 de 26 pacientes tanto basal como a los 6
meses de tratamiento con IFX o ADA. Asimismo, se determinaron los niveles de AAF
como consecuencia del tratamiento biotecnoldgico. En base a los resultados, los autores
concluyeron que los niveles basales altos de IL-6 y TNFR2, pero no los niveles a 6 meses,
no se asociaron con la generacion de AAF y, por tanto, se sugiri0 que podrian ser
empleados como marcadores de prediccion de ausencia de inmunogenicidad®®. En
comparacion a este estudio, el presente trabajo incluyd el doble de pacientes, sin embargo,
la actividad clinica basal de los pacientes fue mucho mayor (DAS28>5) que la observada
en los pacientes del presente estudio (promedio de DAS28 3.1), por lo que se esperaria
observar niveles menores de citocinas, en comparacion con pacientes con alta actividad
para AR. Por su parte, como se describio antes, 5 citocinas incluidas en nuestro panel a
evaluar (IL-1B, IL-6, IL-10, IL-12 p40, IL-17A) presentaron niveles indetectables en la
mayoria de los pacientes reclutados, quizas por esa razén no pudimos observar diferencias
en los niveles de IL-6 entre pacientes sin y con inmunogenicidad. En ese sentido, se sugiere
incrementar el tamafio de muestra y particularmente, seleccionar una poblacion de
pacientes con mayor actividad clinica basal que tendria mayor probabilidad de contar con
niveles altos de citocinas pro-inflamatorias y, por tanto, con mayor capacidad para observar

cambios por efecto de la inmunogenicidad.
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Por otro lado, a diferencia de todos los otros estudios ya antes discutidos, en
nuestros resultados observamos que los niveles basales de Log-MCP-1 fueron
significativamente mayores en pacientes con inmunogenicidad y ademas que los niveles
altos de esta citocina se asociaron estadisticamente con la inmunogenicidad. Solo se
encontré un estudio relacionado donde se evaluaron los niveles de quimiocinas en 12
pacientes con AR tratados con IFX®". En este estudio observaron que las quimiocinas
CXCL10/1P-10, CCL2/MCP-1 y CCL4/MIP-1B, relacionadas con la respuesta Thl,
disminuyen después del tratamiento con IFX, lo cual sugiere que este medicamento tendria
un efecto méas pronunciado sobre la actividad Thl que en la respuesta mediada por Th2; sin
embargo, no se observé si habia generacién de AAF o disminucion en los niveles
circulantes del farmaco. Desde un punto de vista diferente, varios estudios han mostrado

que los niveles de MCP-1 se incrementan en paciente con AR®!%9)

y esto se explica por el
hecho de que este ambiente facilita el reclutamiento e infiltracion de células linfoides al
espacio sinovial de las articulaciones diartrodiales. En ese sentido, nuestros resultados
sugieren que tendriamos que ampliar el estudio de las alteraciones de esta quimiocina para
poder determinar cual es la relacion entre la inhibicion de TNFa, inducida por el
medicamento, y los niveles de MCP-1. De igual manera, se requiere contar con evidencias
que relacionen los niveles de la quimiocina con la generacion de AAF.

Por otro lado, es relevante resaltar el hecho de que uno de los marcadores asociados
con la inmunogenicidad fue la citocina TNFa, lo cual tiene ldgica, ya que la generacion de
AAF neutralizantes, en principio, formara complejos con el medicamento y ocasionara la
disminucion de sus niveles circulantes, efecto que observamos y que, eventualmente, podria

alterar la actividad clinica.
8.4. Limitaciones del estudio

Una de las limitaciones del presente estudio fue el tamafio de muestra, el nimero de
pacientes en este estudio fue relativamente pequefio: 17 pacientes tratados con IFX y 40
pacientes tratados con ADA, lo cual constituye una limitante importante para poder suponer
estos resultados como representativos de la poblacion en general. Es importante destacar
que si encontramos asociacion en las citocinas y la inmunogenicidad, pero sélo fue en 3

citocinas, por lo que si incrementamos el tamafio de muestra tendriamos una mejor
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estimacion del efecto real y poder proponer un biomarcador predictivo de inmunogenicidad
en los bloqueadores de TNFa (IFX/ADA).

Por otro lado, otra limitante fue los problemas de coordinacion con los diferentes
centros hospitalarios dado que aunque se contd con las valoraciones para la mayoria de los
pacientes, no se pudo contar con la determinacion de los niveles de aCCP, sino para el 10%
de los pacientes reclutados. Esta misma situacion ocasion0 un retraso significativo en el
reclutamiento de los pacientes y, por tanto, en la coleccion de muestras sanguineas.

Finalmente, debido fundamentalmente al retraso temporal, aunque inicialmente se
considerd que el presente proyecto seria un estudio longitudinal, tuvo que modificarse para
presentar resultados en base a un disefio transversal. Como se describio antes, el estudio
transversal no permite determinar la respuesta terapéutica de los pacientes ni confirmar si
los niveles observados de citocinas, farmacos y AAF confirman las alteraciones

caracteristicas de los eventos de inmunogenicidad para farmacos.
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9. CONCLUSION

Con base los resultados presentados, se puede concluir que el tratamiento de
medicamentos biotecnologicos bloqueadores de TNFa (IFX o ADA) se asocia con la
presencia de AAF y menores concentraciones séricas del farmaco en suero, provocando la
perdida de la remisién en el paciente. Sin embargo, no se observd asociacion con
alteraciones en la actividad clinica de los pacientes.

Adicionalmente, se observo que el incremento en los niveles de INFy, MCP-1 y
TNFa se asoci6 de manera significativa con la inmunogenicidad, sugiriendo que la
determinacion de los niveles de estas tres citocinas potencialmente permitiria servir como
biomarcadores de la generacion de eventos inmunogénicos. Sin embargo, se requiere
ampliar los estudios con el objetivo de conocer como los niveles de las citocinas es

modificado por la inmunogenicidad a farmacos.
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11.  ANEXOS
ANEXO 1

Carta de consentimiento informado (PACIENTE)

p 8
FACULTAD DE FARMACIA N2
Av. Universidad 1001 Chamilpa, Cuernavaca, Morelos, Mexico. C.P. 52210 Tel. {Dit 777) 328 7088 y 329 7000 Ext. 3365

2 . de Farmacia
AuTEnoms DEL gl o

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Urevemsoan
ESTADS OF MoRELOS

Proyecto: Asociacion entre la presencia de anticuerpos anti-idiotipo, marcadores de inflamaciéon y respuesta al
tratamiento con biolégicos en pacientes con Artritis reumatoide. Estudio analitico, prospectivo y multicéntrico.

Estimado(a) Sefior/Sefiora:

Introduccién/Objetivo: El Hospital Regional 1ro. de Octubre, ISSSTE, en colaboracién con la Facultad de Farmacia de la UAEM esta realizando
un proyecto de investigacion el cual tiene como objetivo conocer la relacién entre la formacion de anticuerpos especificos (anticuerpos anti-idiotipo) en
contra de los medicamentos biolégicos (Infliximab y Adalimumab) y su efecto sobre la respuesta clinica e inflamatoria en el paciente con Artritis
Reumatoide. Esta informacion permitira orientar a2 su reumatélogo sobre los mejores esquemas de tratamiento. Al mismo tiempo, al determinar los

niveles de su medicamento en sangre, sera de gran apoyo para que su reumatélogo pueda ajustar la dosificacion 6ptima de su medicamento (Infliximab
o Adalimumab).

Procedimientos: Si Usted acepta participar en el estudio, ocurrira lo siguiente: previo a la aplicacion de Ia dosis del farmaco (Infliximab o Adalimumab)
por parte de su reumatdlogo, se le pedira fimar esta Carta de Consentimiento Informado, como participante del proyecto: Asociacién entre la
presencia de anticuerpos antiddiotipo, marcadores de inflamacion y respuesta al fratamiento con biolégicos en pacientes con Artritis
reumatoide. Estudio analitico, prospectivo y multicéntrico. A continuacion, se le pedira que done aproximadamente 10 ml de sangre en dos tubos,
la cual sera realizada por personal def Laboratorio Clinico. EstawmgremspemmréndermrIaeoneetmuéndemoléculasdwamelasetapasdesu
enfermedad. Le aclaramos que (TANTO LAS ENTREVISTAS Y LA TOMA DE MUESTRAS) seran realizadas por personal capacitado y certificado.

Beneficios: Una de las propuestas para explicar la pérdida de respuesta a los farmacos es la aparicién de anticuerpos anti-farmaco (anticuerpos anti-
Idiotipo) en los pacientes. Sin embargo, este estudio seria el primero que se realiza en nuestro pais y sus resultados permitiran confirmar si este tipo de
respuesta en los pacientes tiene consecuencias para su respuesta terapéutica. Al mismo tiempo, este estudio permitira determinar los niveles del
farmaco en sangre de los pacientes y, por lo tanto, sera de gran ayuda a su reumatdlogo para evaluar el desempefio del farmaco y/o permitira realizar
ajustes al tratamiento. Adicionalmente usted estara colaborando con Ia Facultad de Farmacia de la UAEM en el estudio de los factores que estan
asociados a ia inmunogenicidad en pacientes con Artritis Reumatoide.

Confidencialidad: Toda la informacién que Usted nos proporcione para el estudio sera de caracter estrictamente confidencial, serd utilizada
unicamente por el equipo de investigacion del proyecto y no estara disponible para ningin otro propésito. Usted quedara identificado(a) con un numero

de folio y no con su nombre. Los resultados de este estudio seran publicados con fines cientificos, pero se presentaran de tal manera que no podra ser
identificado(a).

Riesgos Potenciales: Los riesgos potenciales que implican su participacion en este estudio son minimos. Si alguna de las preguntas le hicieran sentir
un poco incomodo(a), tiene el derecho de no responderia. Durante la toma de muestras no existe ningin riesgo hacia su persona, sin embargo,
posterior a l2 toma de sangre puede quedar un pequefio moretén en la zona de puncion, el cual se quitara en los proximos dias. Usted no recibird
ningtin pago por participar en el estudio, y tampoco implicara algtin costo para usted,

Participacion Voluntaria/Retiro: La participacion en este estudio es absolutamente voluntaria. Usted esta en plena libertad de negarse a participar o

de retirar su participacion del mismo en cualquier momento. Su decision de participar o de no participar no afectara de ninguna manera la forma en su
atencién en el hospital.

Numeros a Contactar: Si usted tiene aiguna pregunta, comentario o preocupacion con respecto al proyecto, por favor comuniquese con ella
investigador/a} responsable del proyecto: Dr. José Luis Montiel Hernandez al siguiente numero de teléfono (777) 3297000 ext: 3371 en un horario de
lunes a viernes de 10:00 am a 18:00 pm. Email: jimontiel@uaem.mx. Si usted tiene preguntas generales relacionadas con la toma de la muestra
sanguinea favor de contactar con la Dra. Sandra Miriam Carrillo Vazquez, en las instalaciones del Servicio de Reumatologia, en un horario de lunes a
viernes de 8:00 am a 14:00 pm. Email: smev_1972@hotmail.com.

Si usted acepta participar en el estudio le pedimos sea tan amable de firmar lo siguiente. Su firma indica su acepjaCi¢n para pariicipar
voluntariamente en ei presente estudio.

ey

Fechaactual: _7 ~ s¥~ 2016

Nombre Completo del Testigo 1: Firma:
Direccion:
Relacion con el participante V
iro M e l’lu(\)
G\A
pra. bo’“ EUMA‘OLO 2564
Nombre de la persona que obtiene el consentimiento: \ Ce“ ,...us 167

\nggff

AGRADECEMOS SU PARTICIPACION.
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ANEXO 2

Registro de variables

Asociacion entre la presencia de anticuerpos anti-ldiotipo, marcadores de inflamacién y respuesta

FOLIO:

al tratamiento con biolégicos en pacientes con Artritis reumatoide. Estudio analitico, prospectivo y
multicéntrico.

FORMATO UNICO PARA REGISTRO DE VARIABLES

DATOS DE IDENTIFICACION DEL PACIENTE

Nombre

Cédula

Fecha de nacimiento (d/m/a)

Género

Teléfono personal

Lugar de nacimiento

c\inol

=
Fecha de diagndstico de AR (m/a) o2
Z

Fecha de inicio de sintomas (m/a)

L\ 1)
|

Fecha de aplicacion de 1er. Biolégico (m/a)

Fecha toma de muestra (m/a)

[aYel ga{y Z0\6

SEROLOGIA 7

VSG w8

Proteina C reactiva

Factor Reumatoide

Ac antiCCP

CLINIMETRIA

# Articulaciones dolorosas (de 28)

# Articulaciones inflamadas (de 28)

EVA Paciente

EVA Medico

Escala actividad de la enfermedad (DAS 28 con VSG)

DATOS ADICIONALES DEL PACIENTE

1% visita (m/a)

22 visita (12 meses)

32. Visita (18 meses)

Visitas extraordinarias (m/a)

Motivo cambio de biolégico

-

|

Tratamiento biologico actual  Droga:
Dosis:

Frecuencia

WA A%

Y

QTGZ

o1~ Ne D

Medicamentos concomitantes (MTX,
inmunosupresores)

£\
'S
|
{
i,

C owp

Fecha ultima administracion biolégico

» .

v 20 (¢

Peso

Talla

,.s\j

()
SE

Presidn arterial

'2501’70

Comorbilidades

{
NJO

Tratamientos con inmunosupresores (dosis/frecuencia)

o~

Tratamientos con glucocorticoides {dosis/frecuencia)

Prd 0vswe ﬁnu (,{‘Qvﬂg
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ANEXO 3

BASE DE DATOS (DATOS CATEGORICOS)

Hospital

Regional E. Zapata
Regional E. Zapata
Regional E. Zapata
ISSSTE 1 Octubre
ISSSTE 1 Octubre
ISSSTE 1 Octwubre
ISSSTE 1 Octwubre
ISSSTE 1 Octubre
ISSSTE 1 Octubre
ISSSTE 1 Octubre
ISSSTE 1 Ocrwubre
Hosp. de Monterrey
Hosp. de Monterrey
Hosp. de Monterrey
UMAE Hosp. Especialidades
UMAE Hosp. Especi
UMAE Hosp. Especi
Regional E. Zapata
Regional E. Zapata
Regional E. Zapata
Regional E. Zapata
Regional E. Zapata
Regional E. Zapata
Regional E. Zapata
Regional E. Zapata
ISSSTE T Octubre
ISSSTE T Octubre
ISSSTE 1 Octubre
Hosp. de Manterrey
Hosp. de Manterrew
Hosp. de Monterrey
Hosp. de Manterrey
Hosp. de Manterrey
Hosp. de Manterrey
Hosp. de Monterrey
Hosp. de Manterrey
Hosp. de Manterrey
Hosp. de Maonterrey
Hosp. de Monterrey
Hosp. de Manterrey
Hosp. de Manterrey
Hosp. de Maonterrey
Hosp. de Monterrey
Hosp. de Manterrey
Hosp. de Manterrey
Hosp. de Maonterrey
Hosp. de Monterrey
Hosp. de Manterrey
Hosp. de Manterrey
Hosp. de Maonterrey
UMAE Hosp. Especialidades
UMAE Hosp. Especialidades
UMAE Hosp. Especialidades
UMAE Hosp. Especialidades
UMAE Hosp. Especialidades

FOLIO

L@ WN -

Gensro

(H: 0w M: 11 [(Neg: 0/Pos: 11| [(Meg: 0IPos: 11 (Neg: 0/Pos: 11 [(No: O1Si: 1) (Mo: OISi: 1)

1

I ) R P e B e TP e 0 e JRY DY Y PR R PP

PCR

2024200402004 22000202« 000~-020002000400000004000002000000 <

aCCP

O0O00DO0000000<200000<2020000000000~20202.0.000000000000000022

FR

1

A0 A d a0 a1 a0 A0 A0 200200022 a0 a0an

DATOS CATEGORICOS

Metorrexans

L a0 A a0 0 a0 aadada0ada0daaaaa 404010400404 2004440420200a002a0

Leflunomida

1

O=000000000000000000000000002400020~4202002000000000<2000

Glucocorticoides
(Mo:- 0S5i:- 1

0O00-00000000000000000000000<-<00000000000000000000000000

IRmLR S sLpresar
(No: 0ISi: 1)

1

4 ML 4 a0 aa0a a0 a4 A0 a0 a0 aa a0 adAdddaddadadddadddddaddaaalaa0aa

Inmurogenicidad
(Neg: 0/Pos: 1)
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ANEXO 4

BASE DE DATOS (DATOS CONTINUOQOS)

Datos continuos

DAS-28IVSG VSGImmihrl Edad(afios) IMC  peso (kg) ml:';:‘,‘g;‘::os] [IF;:’”;';T;;: n ‘::|°k:i‘:|:;z:';:,|°";r]‘ Dosis[mg] Dosistpeso [mg fkgl IFX T:;,"r::’ memuT:;?:[mgl Leptina MIF INFy MCP-1 e THFa L6 I-1p IL-12(pag)  IL-17A IL-10
3.3 32 43 278 25 4 0 3 400 .06 275 128 5.47 156.35 0.62 47.61 nz3 14z 0.54 0.57
1.86 4 54 235 [5] 20 0 El 400 5.88 0.58 15 2.26 193 713 52,61 0.56 8.22
224 0 53 279 67 z0 1] 0 z00 293 0.25 7.5 55 1dd 180 123.52 4.47 42.68 0.42 136
3.25 30 43 24 53 7 0 1 200 317 0.28 3.89 17 114 £3.15 224 12221 0n
2.16 18 58 275 1 16 0 H 200 3.28 0.28 3.87 108 2.93 353.36 2553 1432 2672 317 108 0.35
3.29 16 ] 9.5 50 31 0 il 150 3.00 0.60 15 112 181 13.01 530,69 1774 1624 1768 1267 3793 13z
2.66 20 43 274 [=] 5 0 5 350 515 0.28 175 197 137.59 5.86 86.5
4.27 23 33 251 il 4 0 H 200 282 14400 15 193 163 0.53 157.60 0.48
6.67 30 53 5.2 ] 21 0 3 200 3.23 0.34 15 3.89 174 713 TEE.43 315 2807 23
2.89 il &0 251 53 13 0 4 200 241 3.55 15 343 126 2.89 140.24 437
1.5 7 37 9.3 53 3 0 0.33 200 317 0.28 0 231 165 163 260,96 .44 nsa 0.005
4.12 1@ 50 30.1 73 3 1] 3 300 3.80 246.40 15 34 3.33 375.69 38.93 4.54
3.82 32 ] 234 57 12 0 3 300 5.26 0.86 15 4.45 191 7.53 51113 2666  ST.ET 3378 12.74 4z.90 14.05
2.02 18 43 32.2 75 15 0 4 300 4.03 278.50 20 2.97 2.33 472.46 3.91 2.83
4.05 30 43 28.8 72 25 0 5 300 4.17 253.60 573 243 53.75 1535.44 3324 5330 ns.1 a0 126,60 4.83 234.43
2.6 43 53 25 45 13 0 16 200 4,35 14.60 25 275 n.zz 10.98 575.37 2585 7433 2.50 23.51 30133
4.35 43 38 24 52 24 0 g 300 577 120 10 5.21 23 22169 12160 4633 8308 283.24 3.1 655.34 TS0 474.50
3.2 28 1 278 55 20 1 g 40 0.73 186.74 401 091 £.43 373.04 30.47 41.28 23.02
24 30 44 57 57 4 1 1 40 0.70 185.62 0 354 0.93 10.5 184.45 19.03 13.85 0.22
3.33 20 63 26.3 515 4 1 g 40 0.78 185.71 338 0.87 8.55 319.59 19.96 8.38
2.6 0 52 35.6 50 3 1 H 40 0.50 182.50 2.80 0.64 2.02 173.06 2.38 16.96 8.67 .22 22.01
3 1] 51 289 ] 26 1 2 40 0.62 184.86 15 2.62 1.09 2.59 157.03 2.2 14.57
2.39 30 23 26.3 75 12 1 1 40 0.53 185.85 2.15 1.85 051 £8.51 038
an 7 45 24.9 S6 g 1 3 40 0.7 186.53 15 3.39 038 110.52 276 12.88
2.5 15 34 26,7 =] 5 1 1 40 0.57 186.39 15 311 1.43 263.08 4.84 0.42 132
3.6 3z 1 33.8 34.5 5 1 3 40 0.4z 185.43 15 3.61 2.49 0.3% 209.61 432 784
37 30 63 26.5 62 1 1 40 0.65 185.90 258 174 144,55 16.44 841
4.89 & 40 26.5 T3 20 1 g 40 057 185.85 75 152 1.85 2.59 75.94 45.04 0.22
4.24 40 37 196 535 it 1 7 40 0.75 185.07 15 2.38 1.77 4371 227.52 410 16.01 165
2.37 24 47 237 1 24 1 3 40 0.44 184.27 15 3.34 2.33 73.51 168.61 165.80 3153 50.79 29.08 33.18 23.39 55.56
2.74 7 44 201 575 13 1 7 40 0.70 184.32 15 4.41 1.75 2.02 304.34 .33 434 55.31
2.78 20 47 313 a7 0 1 H 40 0.46 184.05 20 3.13 173 13.01 776.33 18.93 8.61
3.51 4z 57 281 65 15 1 il 40 0.62 183.81 15 4.07 231 8.55 283.54 1024  17.73 433 15.35 7.46
5.95 28 47 27T 54 g 1 1 40 0.63 184.21 15 3.48 2.4 26.23 525.10 5383  22.58
2.3 27 &1 30.4 55 27 1 7 40 0.45 183.04 20 3.85 2.36 2.59 58.37 2.64 14.62 1,65 5.24
1.64 13 &0 287 63 12 1 7 40 0.58 184.26 2.01 463 2.59 135.64 s0.52  10.85
2.92 45 55 337 80 iG] 1 13 40 0.50 184.45 2.36 441 272.7% 8.18 7.06
2.62 4z 30 24 57 3 1 H 40 0.70 183.77 25 178 408 7.1% 174.77 2.76 14.62 310
4.34 30 55 287 [=5] 30 1 1 40 0.58 184.34 3.83 2.75 2.32 432.01 5.58 57.72 70.78 35.13 117.08
1.82 13 47 35.8 54 12 1 H 40 0.48 183.28 20 332 2.27 7.87 253.86 18348 1134 131 428 11.70
2.7 g 44 35.2 5] 5 1 3 40 045 184.36 2.34 2.62 8.55 318.79 1462 1566 0.79
6.27 34 55 313 829 28 1 1 40 0.48 184.27 5 172 2.08 269.50 3.47 3.99 25.52
1.03 24 35 30 75 7 1 2 40 053 182.86 5 3.99 455 157.32 12.66 8.41 148
2.83 15 50 341 87 Ll 1 H 40 0.45 183.67 15 3.32 167 299.52 3.64 278 0.22
4.12 27 44 3/5 913 7 1 4 40 0.44 184.19 25 2.03 2.13 14.23 370.04 8.81 14,44 148
4.47 7 75 228 50 5 1 1 40 0.80 182.68 15 2.92 2.3 3.45 326.65 8823 23.23 46.96 18.77 5462 10.20 31.27
3.07 32 66 23.4 5] 3 1 5 40 0.59 182.66 3.22 5.81 1.44 185 £.74 5.65 14.56 0.62
2.67 35 57 Iz 80 13 1 H 40 0.50 183.89 15 2.73 2.74 7.87 250.83 5.62 15.20 35.82 10.57 64.44 3878
2.22 iG] 4z 214 55 7 1 H 40 0.73 184.32 15 3.45 2.04 0.33 11336 18.74 7.45 0.22
2.13 g 54 247 555 9 1 H 40 0.72 185.55 2.38 2.08 0.53 146.56 2.31
3.95 33 52 285 T3 15 1 3 40 0.55 183.17 438 2.11 8.55 455,48 1283 21.83 34.25 5.97 24.95 0.68 26.33
571 4z 57 288 65 g 1 1 40 0.62 182.51 15 2.76 5.52 0.33 1533.89 4275 3618 20.37
3.22 32 55 24.2 52 15 1 7 40 0.65 183.78 10 478 2.39 .66 1193.76 1633 49.00 176.98 2,63 25.51
4.4 36 44 255 63 13 1 0.33 40 0.53 183.08 457 2.22 31.58 333.78 1164  28.30 238 11.71
2.93 36 57 236 6 iG] 1 4 40 0.7 182.55 10 2.57 1.77 138 564.23 578 22.37 2.50 29.51 5.50
217 38 53 272 75 26 1 3 40 0.53 182.58 20 5.21 3.83 23.25 1073.54 3166  99.02 2.47 £0.11 5.74
2.3 28 55 35 53 15 1 13 40 0.48 184.36 125 2.71 0.66 .66 378.54 2614 273.8% 33330 271 1.2



ANEXO 5
Escala de medicion para determinar el DAS28 en los pacientes con AR

ASOCIACION ENTRE EL PERFIL DE CITOCINAS PRO-INFLAMATORIAS, LOS
EVENTOS INMUNOGENICOS Y LA EVOLUCION CLINICA EN PACIENTES CON
ARTRITIS REUMATOIDE TRATADOS CON INFLIXIMAB Y ADALIMUMAB

Hoja de toma de datos de evaluacion clinica
Folio:

Nombre y apellidos:

NUmero de Articulaciones Dolorosas:

NUmero de Articulaciones Inflamadas:

ESCALA DE VALORACION DE DOLOR
(ESCALA VISUAL ANALOGICA PARA EL PACIENTE)

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
NULO MINIMO MODERADO INTENSO
3 L
/"‘\
o 2 = s = 10
MUy contento; Siente =6io un Siente un poco Siente atn Siente mucho El dolor es el
=in dolor poquito de mas de dolor mas dolor dotor peor gue
dolor pueds
imaginarse
(o tiene gue
estar
florando para
sentir
este dolor tan
fuerte)
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ANEXO 6

Las curvas estandar de cada citocina fueron elaboradas, iniciando de la concentracion
estandar de 10,000 pg/mL re-suspendida con 250 pL de agua mili Q, posteriormente se
realiz6 las diluciones de 2,000, 400, 80, 16, 3.2 pg/mL en buffer de ensayo, de acuerdo a las

instrucciones del fabricante.

CURVA PATRON (IL-1p)

20000
18000
16000
14000
12000

10000

MHIs

8000

6000

4000

2000

00
00 00.01

Analyte 46 - Logistic 5P Weighted

-~ -
00.03 00.13 00.63 03.16 15.85
Concentrations

—

L

L

2

79.43 39811 199526 100

CURVA PATRON (IL-6)

45000
40000
35000
30000

25000

MFls

20000

15000

10000

5000

00
00 00.01

Analyte 57 - Logistic 5P Weighted

- -
00.03 00.13 0063 03.18 15.85

Concentrations

?
-

7943 398.11 199526 100
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CURVA PATRON (IL-8)

MFls

Analyte 63 - Logistic 5P Weighted

28000
24000
20000
16000
12000
8000

4000

00
00 00.01 00.03 00.13 00.63 03.16 15.85 79.43 398.11 199526 100

Concentrations

CURVA PATRON (IL-10)

MFls

Analyte 27 - Logistic 5P Weighted

13000

11000

5000

7000

5000

3000

1000

-1000
00 00.01 00.03 00.13 0063 0316 15.85 7943 39811 199526 100

Concentrations
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CURVA PATRON (IL-12 p40)
Analyte 33 - Logistic 5P Weighted

7000 {
6000
5000

4000

MFls

3000
2000
1000

00
00 00.01 0003 0013 0063 036 1585 7943 398.11 199526 100

Concentrations

CURVA PATRON (IL-17A)

Analyte 39 - Logistic 5P Weighted

28000
24000
20000

16000

MFls

12000

8000

4000

00
00 00.01 0003 0013 0063 0316 1585  79.43 398611 199526 100

Concentrations

104



CURVA PATRON (INFy)

MFls

18000

16000

14000

12000

10000

8000

6000

4000

2000

00

00 00.01 0003 0013 0063  03.16 1585 7943 38811 189526 100

Analyte 25 - Logistic 5P Weighted

Concentrations

CURVA PATRON (MCP-1)

MFls

28000

24000

20000

16000

12000

8000

4000

00

Analyte 67 - Logistic 5P Weighted

00 00.01 00.03 00.13 0063 03.16 15.85 79.43 39811 199526 100
Concentirations
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CURVA PATRON (TNFa)

MFls

35000

30000

25000

20000

15000

10000

5000

00

00

0.0

Analyte 75 - Logistic 5P Weighted

00.03

0013 0083  03.16
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15.85

7943
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199526 100

106



CURVA PATRON (LEPTINA)

D.O.

0.400

0.350

0.250

0.150

0.100

0.000

CURVA PATRON (MIF)

D.O.

1.00
0.90
0.80
0.70
0.60
0.50
0.40
0.30
0.20
0.10
0.00

Leptina y=0.0217x+0.2171
R2=0.9991
.......... .
.......... .............
o o
'......
1 2 3 . : 6 | |
Leptina [ng/mL]
MIF y =0.0982x+0.3559
R2=0.9943
..... °
..... o
et .-""
P
i R
1 , 3 | | |

MIF [ng/mL]
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ANEXO 9

CURVA PATRON DE CONCENTRACION DE FARMACO (INFLIXIMAB)

4=

D.O.

] |
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
INFLIXIMAB [ug/mL]

ANEXO 10

CURVA PATRON DE CONCENTRACION DE AAF (INFLIXIMAB)

4=

D.O

] | 1
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
AAF-INFLIXIMAB [pg/mL]
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ANEXO 11

CURVA PATRON DE CONCENTRACION DE FARMACO (ADALIMUMAB)

1200

1000 .
800
S s .
()] |
400 '
,..."
e
......... ........
i — |
0.0 0.5 1.0 -
=200
ADALIMUMAB [ng/mL]

2.5

Interpretacion de resultados para AAF-Adalimumab. Como fue una prueba cualitativa,

se calculd el promedio de la densidad dptica de los 2 controles negativos y del control

positivo. Posteriormente, se determino el punto de corte para dar positivo AAF-ADA.

Control positivo: 25.92 nm

Interpretar resultado (PUNTO DE CORTE)

Control Negativo: 4.54 nm Densidad éptica (nm) | Resultado
>4.54 nm Positivo AAF

Resultados de muestras de suero

173 182 | 1772

| 656 | 2046

6.56

17.72

19.47
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ANEXO 13

Tabla 19. Comparacion de las citocinas entre pacientes sin y con inmunogenicidad de los tratamientos de IFX/ADA

Datos crudos (Sin transformacion logaritmica natural)

INFLIXIMAB ADALIMUMAB
Sin Con Sin Con
CITOCINAS inmunogenicidad | inmunogenicidad P inmunogenicidad | inmunogenicidad P

n=8 n=9 n=30 n=10
IL-1PB [pg/mL], media + DE * 1.82+1.63 5.27 £5.39 0.14 4.83+8.12 7.69 +12.80 0.57
IL-6 [pg/mL], media + DE * 26.72 + --- 87.02+116.92 | ------- 71.78 £ 106.91 74.14 +72.40 0.96
IL-8 [pg/mL], media + DE 12.55 +13.32 40.67 £ 53.59 0.16 28.33 +44.94 17.05+16.90 0.26
IL-10 [pg/mL], media+ DE* | - | e e e e | e
IL-12(p40) [pg/mL], media + DE * 1.06 + - 151.07 £257.19 | - 31.32+23.10 37.62+39.62 | 0.72
IL-17A [pg/mL], media + DE * 0.35 £ --- 2493 +51.22 | ------- 8.56 £9.32 5.96 £4.71 0.61
INFy [pg/mL], media = DE 3.73+2.83 43.92 + 77.60 0.19 937 +17.70 13.56 + 10 0.39
Leptina [ng/mL], media = DE 3.01+£0.77 3.68 +1.68 0.32 3.14 £ 0.64 3.83 +1.22 0.02
MIF [ng/mL], media = DE 1.88 £0.70 1.68 + 0.67 0.55 2.19 £1.23 3.26 £1.20 0.03
MCP-1 [pg/mL], media + DE 329.92 £ 222.78 591.12 +529.63 0.20 32497+ 331.94 563.80 + 372.14 0.09
TNFa [pg/mL], media £+ DE 11.65 £9.07 66.43 + 30.52 0.0005 23.93 + 50.87 33.13+28.16 0.49

Interleucina 1 beta (IL-1p); Interleucina 6 (IL-6); Interleucina 8 (IL-8); Interleucina 10 (IL-10); Interleucina 12 proteina 40 (IL-12 p40); Interleucina 17 A (IL-
17A); Interferon gamma (INFy); Factor de inhibicion de la migracion de macrofagos (MIF); Quimiocina quimioatrayente de monocitos 1(MCP-1); Factor de

necrosis tumoral alfa (TNFa); Desviacion estandar (DE); >10 Pacientes con niveles indetectables de la citocina (*); Sin datos (---).
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ANEXO 14

Tabla 20. Correlaciones entre la concentracion sérica del farmaco (Optima, Sub-Gptima y

niveles indetectables), la actividad clinica y las citocinas.

Sin inmunogenicidad

Con inmunogenicidad

Variables n=38 n=19
[Farmaco] sérica rho P [Farmaco] sérica rho P
e Optima 022 | 050 |e Optima
DAS28 e Sub-6ptima 001 | 095 |e Sub-6ptima 0.70 | 0.01
o Niveles indetectables ---- | o Niveles indetectables | 0.39 | 0.44
e Optima 087 | 0.33 | e Optima
Log-IL-1B | e Sub-6ptima -0.10 0.72 | e Sub-Optima 0.16 | 0.64
¢ Niveles indetectables ---- | o Niveles indetectables | 0.71 | 0.18
e Optima -~ | o Optima
Log-IL-6 | e Sub-Optima 0.96 | 0.0005 | e Sub-Optima 0.77 | 0.07
o Niveles indetectables ---- | o Niveles indetectables 0 1
e Optima -0.15 | 0.67 | e Optima
Log-IL-8 | e Sub-Optima 0.01 0.95 | e Sub-6ptima -0.20 | 0.50
o Niveles indetectables ---- | o Nivelesindetectables | 0.39 | 0.44
e Optima - | o Optima
Log-IL-10 | e Sub-Optima 0.50 0.39 | e Sub-Optima -0.50 | 0.67
o Niveles indetectables ---- | e Niveles indetectables -1
e Optima ---- | @ Optima
"O?p'i'(‘))'lz e Sub-optima 025 | 059 | e Sub-Gptima 026 | 047
o Niveles indetectables ---- | o Niveles indetectables 0 1
e Optima - | o Optima
Log-IL-17A | e Sub-Optima -0.20 0.80 | e Sub-Optima 0.10 | 0.87
¢ Niveles indetectables ---- | e Niveles indetectables
e Optima -058 | 0.13 | e Optima
Log-INFy | e Sub-Optima 0.15 0.52 | e Sub-Optima 0.13 | 0.67
o Niveles indetectables ---- | o Nivelesindetectables | 0.35 | 0.56
e Optima 0.08 | 0.81 |e Optima
Log-Leptina | e Sub-6ptima -0.10 | 0.66 | e Sub-6ptima 0.14 | 0.66
e Niveles indetectables ---- | o Nivelesindetectables | 0.13 | 0.81
e Optima 0.10 | 0.80 |e Optima
Log-MIF | e Sub-Optima 0.17 0.40 | e Sub-6ptima 0.20 | 0.52
o Niveles indetectables ---- | o Niveles indetectables | 0.13 | 0.81
e Optima 013 | 0.70 | e Optima
Log-MCP-1 | e Sub-Optima 0 1 e Sub-Optima -0.18 | 0.57
o Niveles indetectables ---- | o Niveles indetectables | 0.39 | 0.44
e Optima -0.04 | 093 |e Optima
Log-TNFa | e Sub-Optima -0.34 | 0.09 | e Sub-6ptima -0.11 | 0.71
o Niveles indetectables ---- | o Niveles indetectables | -0.13 | 0.81
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ANEXO 15

Tabla 21. Correlaciones entre la concentracion sérica del farmaco (Optima, Sub-6ptima y
niveles indetectables), la actividad clinica y las citocinas en base al tratamiento de IFX.

Sin inmunogenicidad

Con inmunogenicidad

Variables n=8 n=9
[IFX] sérica rho P [IFX] sérica rho P
e Optima - | o Optima
DAS28 e Sub-6ptima -0.10 | 0.87 | e Sub-6ptima 1 0
o Niveles indetectables ---- | o Niveles indetectables | 0.39 | 0.44
e Optima - | o Optima
Log-IL-1p | e Sub-6ptima -0.1 ---- | & Sub-Optima 0.50 | 0.67
o Niveles indetectables ---- | o Niveles indetectables | 0.71 | 0.18
e Optima -~ | o Optima
Log-IL-6 | e Sub-Optima ---- | & Sub-Optima 1
o Niveles indetectables ---- | o Niveles indetectables 0 1
e Optima - | o Optima
Log-IL-8 | e Sub-Optima 0.49 0.33 | e Sub-6ptima 050 | 0.57
o Niveles indetectables ---- | o Nivelesindetectables | 0.39 | 0.44
e Optima - | o Optima
Log-IL-10 | e Sub-6ptima ---- | & Sub-Optima -1
o Niveles indetectables ---- | e Niveles indetectables -1
e Optima ---- | @ Optima
LO?F;ZI(‘))_H * Sub-Optima - | Sub-ptima 0 1
o Niveles indetectables ---- | e Niveles indetectables 0 1
e Optima - | o Optima
Log-IL-17A | e Sub-Optima ---- | & Sub-Optima 1
¢ Niveles indetectables ---- | e Niveles indetectables
e Optima - | o Optima
Log-INFy | e Sub-Optima -0.74 | 0.26 | e Sub-Optima 1 0
o Niveles indetectables ---- | o Nivelesindetectables | 0.35 | 0.56
e Optima - | o Optima
Log-Leptina | e Sub-6ptima -0.09 | 0.87 | e Sub-6ptima 050 | 0.67
¢ Niveles indetectables ---- | o Nivelesindetectables | 0.13 | 0.81
e Optima - | o Optima
Log-MIF | e Sub-Optima 0.43 0.40 | e Sub-Optima 1 0
o Niveles indetectables ---- | o Niveles indetectables | 0.13 | 0.81
e Optima - | o Optima
Log-MCP-1 | e Sub-6ptima 0.09 0.87 | e Sub-6ptima 0.50 | 0.67
o Niveles indetectables ---- | o Niveles indetectables | 0.39 | 0.44
e Optima - | o Optima
Log-TNFa | e Sub-Optima -090 | 0.04 | e Sub-6ptima -0.50 | 0.67
o Niveles indetectables ---- | o Niveles indetectables | -0.13 | 0.81
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Anexo 16

Tabla 22. Correlaciones entre la concentracion sérica del farmaco (Optima, Sub-6ptima y

niveles indetectables), la actividad clinica y las citocinas en base al tratamiento de ADA.

Sin inmunogenicidad

Con inmunogenicidad

Variables n=30 n=10
[ADA] sérica rho P [ADA] sérica rho P
e Optima 004 | 091 |e Optima
DAS28 | e Sub-optima 0.04 | 0.84 | e Sub-6ptima 0.61 | 0.06
e Niveles indetectables ---- | o Niveles indetectables | -
e Optima 087 | 033 |e Optima
Log-IL-1B | e Sub-Gptima -0.23 | 0.44 | e Sub-6ptima 0.31 | 0.46
o Niveles indetectables -—-- | o Nivelesindetectables | -
e Optima — - | o Optima —— —
Log-IL-6 | e Sub-Optima 0.96 | 0.0005 | e Sub-6ptima 0.80 | 0.20
o Niveles indetectables -—-- | o Nivelesindetectables | -
e Optima 017 | 067 |e Optima
Log-1L-8 | e Sub-6ptima -0.15 | 052 | e Sub-6ptima -0.02 | 0.96
¢ Niveles indetectables --—— | o Nivelesindetectables | -
e Optima —- | o Optima
Log-1L-10 | e Sub-6ptima 0.50 0.39 | e Sub-6ptima
¢ Niveles indetectables ---- | o Niveles indetectables | ----
e Optima - | @ Optima
LOE]F;iI(_))—lz e Sub-Optima 0.25 0.59 | e Sub-6ptima 0.36 | 0.43
o Niveles indetectables -—-- | o Nivelesindetectables | -
e Optima —- - | o Optima — —
Log-IL-17A | e Sub-0ptima -0.20 | 0.80 | e Sub-Optima -0.50 | 0.67
¢ Niveles indetectables ---- | o Niveles indetectables | ----
e Optima 039 | 039 |e Optima
Log-INFy | e Sub-Optima 022 | 041 |e Sub-6ptima 0.13 | 0.71
o Niveles indetectables -—-- | o Nivelesindetectables | -
e Optima 0.37 | 0.30 | e Optima
Log-Leptina | e Sub-6ptima -0.19 | 041 | e Sub-6ptima -043 | 0.21
¢ Niveles indetectables -——- | e Niveles indetectables | -
e Optima 005 | 089 |e Optima
Log-MIF | e Sub-6ptima -0.04 | 0.88 | e Sub-Optima -0.31 | 0.39
e Niveles indetectables ---- | e Nivelesindetectables | -
e Optima 010 | 079 |e Optima
Log-MCP-1 | e Sub-6ptima -0.10 | 0.67 | e Sub-Optima -0.13 | 0.73
o Niveles indetectables -—-- | o Nivelesindetectables | -
e Optima -0.04 | 094 |e Optima
Log-TNFo | e Sub-6ptima -0.28 0.23 | e Sub-6ptima 0.02 | 0.96
o Niveles indetectables ---- | o Nivelesindetectables | -
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ANEXO 17

Tabla 23. Comparacion citocinas en base al farmaco empleado: IFX vs. ADA

Datos crudos (Sin transformacién logaritmica natural)

SR NAS INFLIXIMAB ADALIMUMAB S
n=17 n=40

IL-1B [pg/mL], media + DE * 433+484 5.78 + 9.74 0.56
IL-6 [pg/mL], media + DE * 76.97 + 107.43 72.57 £ 93.30 0.93
IL-8 [pg/mL], media + DE 27.44+ 4151 25.44 + 39.76 0.87
IL-10 [pg/mL], media + DE * 281.30 + 150.60 38.36 + 29.58 0.05
IL-12 (p40) [pg/mL], media + DE * | 129.64 + 24153 34.47 + 31.33 0.34
IL-17A [pg/mL], media + DE * 20.83 + 46.90 7.50+7.61 0.52
INFy [pg/mL], media + DE 26.69 + 60.59 10.64 + 15.73 0.34
Leptina [ng/mL], media = DE 3.37+1.33 3.31+0.86 0.85
MIF [ng/mL], media + DE 1.78 £ 0.67 2.46 + 1.29 0.01
MCP-1 [pg/mL], media + DE 468.20 = 424.29 384.68 + 353.36 | 0.48
TNFa [pg/mL], media + DE 4452 + 36.51 26.42 + 45.65 0.14

Interleucina 1 beta (IL-1pB); Interleucina 6 (IL-6); Interleucina 8 (IL-8); Interleucina 10 (IL-10); Interleucina
12 proteina 40 (IL-12 p40); Interleucina 17 A (IL-17A); Interferén gamma (INFy); Factor de inhibicion de la
migracion de macrofagos (MIF); Quimiocina quimioatrayente de monocitos 1(MCP-1); Factor de necrosis
tumoral alfa (TNFa); Desviacion estandar (DE); >10 pacientes con niveles indetectables de la citocina (*).
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ANEXO 18

Constancia de ler lugar de concurso de carteles en el 2do Simposio Internacional para el
desarrollo farmacéutico.
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ANEXO 19

Dictamen final de aceptacion de articulo

Asociacion Farmacéutica Mexicana, A.C.
Nicolas San Juan No. 1511 Colonia del Valle
Delegacion Benito Juarez C.P. 03100
México, D.F.

Tel: 9183-2060

www.afmac.org.mx

Expediente: 669
México, D.F. a 15 de marzo de 2018
Dr. José-Luis Montiel-Hernandez
Facultad de Farmacia
Universidad Autébnoma del Estado de Morelos
Presente

Estimado doctor Montiel:

Tengo el agrado de comunicarle que el articulo perteneciente a la seccion Revisiones
Bibliograficas intitulado:

“Efecto de la inmunogenicidad en el uso de los Medicamentos Biotecnologicos”

de los autores Emmanuel Antonio Ortiz Saldivar, José Luis Montiel Hernandez, ha sido
aceptado para su publicacién en la Revista Mexicana de Ciencias Farmacéuticas en el Vol.
49, No. 2 abril-junio 2017.

La Revista Mexicana de Ciencias Farmacéuticas esta indizada a: Internacional
Pharmaceutical Abstracts, Chemical Abstracts, EMBASE de Excerpta Medica, Latindex,
Indice de Revistas Mexicanas de Investigacion Cientifica y Tecnologia del CONACyYT
(expediente No. 66688) y a la Red de Revistas Cientificas de América Latina, el Caribe,
Espana y Portugal (Redalyc).

Esperando contar nuevamente con material de su autoria, quedo de usted.

Atentamente —

Por la superacié a y-Cientifica

Dr. Vicent& Jesus Hernandez Abad
Editor

F-ER-AFM-018
c.c.p. Dr. Vicente Jesus Hernandez Abad Editor RMCF
c.c.p. Archivo AFMAC
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ANEXO 20

Invitacion para publicar un boletin informativo en la revista PARO-IPSF

B =0 77%@12:15 PM

{) @& https://outlook.live.com;, [4]

Evernote

Muy buenas tardes estimado QFB. Emmanuel
A. Ortiz Saldivar. Queremos compartirle un
correo mandado por IPSF PARO Newsletter. Para
usted:

Primeramente queremos mandarle una
felicitacion por parte de la IPSF

(International Pharmaceutical Students’ Federation)
por su destacada participacion en el 2do Simposio
Internacional para el Desarrollo Farmacéutico,
celebrado en la Division de Ciencias de la Salud de
la Universidad de Chetumal, Quintana Roo.

Por lo que tenemos conocimiento e

informacién compartida por lo miembros de la
comunidad farmacéutica de Quintana Roo que
obtuvo el 1er lugar en la presentacion de carteles.
Por lo cual lo felicitamos por su destacada
participacion como ponente y defensa de su
proyecto.

Por otra parte, queremos invitarlo y
colaboradores a publicar un Boletin
informativo de la revista PARO-IPSF.

El proposito es proporcionar actualizaciones
sobre la region panamericana en nombre del
Grupo de Trabajo Regional y las asociaciones
miembros participantes, y también proporcionar
una perspectiva en el area de la farmacia dentro de
la region panamericana.
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ANEXO 21

Dictamen final de aceptacion de Boletin informativo
PARO Newsletter Issue #5

Thank you for your submission to the PARD Newsletter |ssue 5! To confirm your submission,
please complete this form. All authors will be notified when the newsletter is published
(expected date of publication |ate springfearly summer).

iGracias por enviar su articulo al Boletin PARO, Edicion # 5! Para confirmar su contribucion,
complete este formulario por favor. Todos los autores seran notificados cuando se publica el
boletin informativo (fecha prevista de publicacion es finales de la primavera / comienzo del
VETana).

Direccion de cormreo electronico ®

antonio1472@hotmail.com

Please list the names of ALL authors including member association (if applicable) and
country. Indique los nombres de TODOS los autores, incluida la asociacion miembro
(si corresponde) y el pais. *

Q.F.B. Emmanuel Antonio Ortiz Saldivar (TOFARMEX, Méxica),
Dr. José Luis Montiel Hemandez (TOFARMEX, México)

Example: Mame of Author #1 (Member Association, Country) Ejemplo: Nombre del Autor n® 1
{Asociacion Miembro, Pais)

Please confirm the title of your submission. Por favor, confirme el titulo de tu articulo, *

INMUMNOGENICIDAD PARA MEDICAMENTOS
BIOTECNOLOGICOS: NUEVOS DESAFIOS Y
OPORTUNIDADES
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ANEXO 22

Tabla 24. Asociacion entre niveles de citocinas y eventos inmunogénicos al 80%.

Inmunogenicidad

OR (IC, 95%)

SIGNIFICANCIA

VS ESTADISTICA
Log-IL-1p 1.4 (0.7-2.5) 0.31
Log-IL-6 1.6 (0.4-4.9) 0.41
Log-1L-8 1.2 (0.7-2.0) 0.58
Log-IL-10 53.9 (0.7-23.0) 0.13

Log-1L-12 (p40) 1.2 (0.6-2.2) 0.63
Log-IL-17A 1 (0.5-2.0) 0.96
Log-INFy 1.9 (1.0-3.8) 0.04
Log-Leptina 480.7 (4.6-50368.7) 0.01
Log-MIF 0.7 (0.2-2.6) 0.63
Log-MCP-1 2.7 (0.9-7.7) 0.05
Log-TNFao, 5 (1.5-16.4) 0.01
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