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1. Introduccion:
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1.1 Definicion de Artritis Reumatoide.

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad sistémica,
autoinmune y degenerativa que afecta principalmente a las membranas
sinoviales (1), causando una poliartritis que evoluciona hacia la
deformacion y destruccion articular. Las pequefias articulaciones de
pies y manos son las que con mayor frecuencia se ven afectadas
aungue el proceso puede aparecer en cualquier articulacion sinovial y
pueden verse afectados hombros y rodillas (2). Hay un amplio
espectro de manifestaciones y el cuadro puede ser leve y autolimitado
o grave (3), siendo las principales manifestaciones clinicas el dolor
articular, rigidez e hinchazéon (1, 4). La falta de tratamiento o el
tratamiento inadecuado resulta en una erosion de la superficie articular
gue provoca deformidad y pérdida de la capacidad funcional, lo que
supone una discapacidad irreversible (Figura 1). Existen ademas otras
manifestaciones extraarticulares de la enfermedad y se han observado
mayores tasas de mortalidad que en la poblacion general (ratio de
mortalidad estandarizada 1,28-2,98) siendo en mas de un 50% de los
casos muertes prematuras asociadas a enfermedades cardiovasculares
(3). Se ha observado que la AR puede reducir la esperanza de vida de

3 a 10 afos (5).
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La principal caracteristica diferencial de esta enfermedad es la
distribucion simétrica de las lesiones articulares apareciendo sobre
todo a nivel de manos y pies, aunque casi todas las articulaciones

diartrodiales pueden verse afectadas (6).

= /8

_ﬂ-

Figura 1. Evolucion hacia discapacidad de la AR. Adaptado de
Acrthritis Res Ther. 2008;10(3):208 (7)

1.2 Epidemiologia de la artritis reumatoide.

Los estudios sobre la incidencia y prevalencia de la AR sugieren
variaciones entre poblaciones diferentes, incluso dentro del mismo
pais, siendo su distribucion universal (Figura 2). Afecta
aproximadamente al 0,8% de la poblacion (8) y de acuerdo con una
revision sistematica de 2005 e informes publicados mas
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recientemente, la tasa de incidencia anual de la AR varia entre 20 y 50
casos por 100.000 habitantes en América del norte y los paises del
norte de Europa, aungue parece ser menor en los paises del sur (9) y
es considerada la mas comdn de las enfermedades auto-inmunes (10).
En Espafia un estudio desarrollado en 2008 estimé una incidencia de
AR de 8.3 cas0s/100.000 (95% CI: 7.5, 9.2), muy por debajo de la

media de los paises del norte de Europa aungue similar a la de otros

paises de la cuenca mediterranea (9).

Adult RA prevalence
per 100,000 population &7
M >1.000 \(k
I 500-1,000 ]
| <500 {l
B *urban: 500-1,000 i
Rural: <500 a7z
] Data unavailable
1

Figura 2. Prevalencia mundial de Artritis Reumatoide en 2010 (12).

La estimacion de la incidencia de la AR presenta dos problemas
principales: uno es el retraso entre el inicio de los sintomas y la

consulta médica y el segundo es la aplicacion de los criterios de la
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American College of Reumatology (ACR) 1987 para definir los casos,
que dependen del tiempo transcurrido entre la aparicion de los
sintomas y su aplicacion y de como se aplican los mismos (12).

Se trata de una enfermedad que afecta principalmente a mujeres
(ratio 2:1) y aparece mas frecuentemente entre los 40-60 afios. (8)

En Espafia en un estudio desarrollado en 2002 se obtuvo una
prevalencia estimada del 0,5% siendo la relacion entre
mujeres/hombres y zonas urbanas/rurales de 4:1 en ambos casos (13).

La diferente distribucion geogréafica de la enfermedad puede
explicarse por variaciones en las costumbres, el clima, la exposicion a

distintos factores ambientales y a factores genéticos.

1.3 Factores de riesgo.

Actualmente existe una lista creciente de factores ambientales
relacionados con la susceptibilidad a la AR entre los que destaca por
ser el méas estudiado y mejor establecido el tabaco (14, 15), aunque
también se han identificado aspectos relacionados con la dieta, la
exposicion a contaminantes ambientales o a ciertos microorganismos.

Se ha relacionado la incidencia de la enfermedad con el consumo
de tabaco, demostrandose ademas que su papel en el desarrollo de la

misma esta asociado al polimorfismo genético del gen HLA-DRB, por
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lo que algunos autores proponen como prevencion de la enfermedad,
el especial control del habito tabaquico en poblacién con antecedentes
familiares de AR (16). La presencia de anticuerpos anti-pétido
citrulinado (ACCP) es uno de los marcadores mas especificos en el
diagnostico de la AR, més incluso que el factor reumatoide (FR), y se
ha observado una mayor proporcién de pacientes fumadores entre
aquellos con ACCP positivo, por lo que la influencia de los factores
ambientales podria estar condicionada por el componente genético
(15, 17). Aunque la influencia del habito tabaquico en el aumento de
la incidencia de la enfermedad esté bien establecida, no se ha podido
relacionar con la evolucion, obteniéndose resultados contradictorios
en diferentes estudios como la menor progresion radiogréafica en
fumadores muy activos frente a fumadores moderados (18).

El mecanismo por el cual el tabaco induce la aparicion de la
enfermedad en estos pacientes no esta del todo dilucidado aungue se
sabe que se relaciona estrechamente con su capacidad de provocar
citrulinizacién de proteinas directamente en pulmdn y se ha observado
un aumento de proteinas citrulinadas en el lavado bronqueoalveolar de
individuos fumadores sanos (19). La citrulina se produce por una
modificacion estructural de la arginina catalizada por la enzima

peptidoarginil deaminasa (PADI) (Figura 3). EI mecanismo por el que
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se produce esta reaccion probablemente se relacione con el estrés
oxidativo que el propio humo del tabaco produce a nivel pulmonar.
Parece que los radicales libres derivados del tabaco son capaces de
activar la region promotora del gen que codifica la PADI con lo que
su concentracion en el citosol de las células pulmonares se ve
incrementada (19, 20). Por otro lado el propio estrés oxidativo
produce la apoptosis de las células pulmonares liberandose el
contenido celular y las enzimas PADIs activadas con lo que se alteran
proteinas extracelulares y se genera una respuesta inmunitaria con la

aparicién de ACCPs.

Arginina Citrulina
(carga +) {neutral)
H 0] H 0]
/N /N
Cat
+H,0 PAD +NH, + H
MNH NH
HQN+///k NH, 07 \Nh,

Figura 3. Esquema de la conversion de la arginina a citrulina por

accion de la peptidoarginil deaminasa (PADI).
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El alcohol es otro factor de riesgo habitual para el desarrollo de
maultiples enfermedades sin embargo en el caso de la AR parece actuar
como un elemento protector, reduciendo el riesgo de desarrollar AR
AACP positiva. Ademas parece que el efecto es dosis dependiente
observandose mayor proteccion en aquellos pacientes que consumen
elevadas cantidades (15, 17).

La vitamina D esta implicada en la regulacién de la respuesta
inmune innata y adaptativa jugando un importante papel como
supresora de la actividad pro-inflamatoria. Se ha demostrado que
niveles elevados actlan como factor protector para ciertas
enfermedades autoinmunes como la esclerosis mdltiple (17). En
pacientes con AR se observan niveles bajos de vitamina D que se
correlacionan con pérdida de material Oseo, gravedad de la
enfermedad y evolucién hacia discapacidad (21). Sin embargo, aunque
se correlaciona con el pronéstico de la enfermedad y juega un papel
importante en la regulacion del proceso inflamatorio (incluyendo la
respuesta celular a interleuquinas y factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-0), la diferenciacion de linfocitos y la expresion de
metaloproteinasas (MMPSs)), su papel en el inicio de la enfermedad no

ha podido establecerse (17).
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Como ya se ha comentado, el perfil hormonal parece tener un
papel importante en el desarrollo de la enfermedad por la distinta
incidencia entre sexos. Los anticonceptivos orales se han relacionado
con el incremento del riesgo de sufrir ciertas enfermedades,
principalmente del sistema cardiovascular. En cambio en el caso de la
AR parecen presentar un papel protector (17).

Entre los factores relacionados con la dieta también se ha
identificado la ingesta abusiva de cafeina como factor de riesgo,
aunque sélo en pacientes con FR positivo (15).

Por otro lado parece que ciertas bacterias anaerobias podrian jugar
un papel importante en la etiopatogenia de la enfermedad (22). Esta
hipétesis se ve reforzada por el aislamiento de ADN y elevados titulos
de anticuerpos frente a estas bacterias tanto en suero como en liquido
sinovial de pacientes con AR (23). Se ha identificado como posible
desencadenante de la enfermedad un patégeno periodontal causante de
gingivitis (Porphyromonas gingivalis) que ademas es capaz de
degradar la matriz extracelular y acceder a circulacion sistémica (23).
Posee la capacidad de citrulinar fibrindgeno y alfa-enolasa con lo que
se postula que actia potenciando la actividad de los ACCPs de la

misma forma que parece ejercer su efecto el tabaco (24).
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En cuanto al nivel socioeconémico los individuos con mayor nivel
educativo y aquellos que no realizan trabajos fisicos presentan una
menor incidencia de la enfermedad (17). La obesidad es otra de las
caracteristicas estudiadas; hasta el momento los resultados parecen
indicar que la obesidad incrementa el riesgo de sufrir AR so6lo en
aquellos individuos que no presentan factor reumatoide
(seronegativos) (15).

Por otro lado el componente genético tiene un papel fundamental
en el desarrollo de la enfermedad siendo responsable del 50-60% del
riesgo de desarrollo de la AR (25). El factor de riesgo genético mas
importante esta localizado en la region que codifica la proteina del
Complejo Mayor de Histocompatibilidad tipo 1l (CMH 1), que supone
alrededor de un 30% de la susceptibilidad genética global de padecer
AR (2), y que ademéas se relaciona con la gravedad de las
manifestaciones. Diversas técnicas de biologia molecular han
permitido identificar alelos especificos asociados a la AR; en concreto
en 1986 Gregsen identifico una secuencia de aminoacidos del CMH
tipo 1l conservada en los pacientes con AR y codificada por el gen
HLA-DRB1 (Figura 4). EI 80% de los pacientes de AR son portadores

del epitopo HLA-DRB1*04 y los pacientes que expresan dos alelos
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HLA-DBR1*04 presentan mas riesgo de enfermedad nodular y mayor

necesidad de cirugia asociada a la destruccion articular (26).

@&
(% S ¢
Membrana @\ \ @ B c
celular ) 3 DR N %
P s T, \ \ A
\ \ b
| \ \
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T 1 \ A
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Clasey H r lﬁR ﬁ”cﬁAD TNF il i //
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HIEN/ENE EN N NI Im N

Cromosoma 6

Figura 4. Localizacion genética HLA-DR en el cromosoma 6 (27).

De este descubrimiento surgi6 la teoria del epitopo compartido
como factor de riesgo genético para la enfermedad, aunque
posteriormente se observé que sélo se cumplia en aquellos pacientes
con ACCPs positivos, lo que parece suponer un perfil de
susceptibilidad genética diferente, poniendo de manifiesto la
existencia de una subdivisién de la enfermedad entre pacientes con
ACCPs positivos y negativos. Las células presentadoras de antigenos
tras procesar particulas extrafias o del propio organismo, presentan

pequefios péptidos unidos a moléculas del CMH 11 (Figura 5), y en el
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caso de los pacientes con AR seropositivos para AACP la union a
péptidos citrulinados es mucho mas fuerte gracias a la secuencia de
aminoacidos determinada por variaciones especificas del gen HLA-

DRBL1.

Membrana | Péptido Citrulinado |
Membrana

celular

TcR
CD4 or CD8

N

1 (LFA-1) CD11a/CD18 f

N

AN~
WAA

(87.1) CD8O X CTLA-4 " 1
LA AP
(B7.2) CD86 £ cp2s
NP
CD40 cp4oL N

Célula presentadora de Linfocito T
antigeno l
Ac anticitrulina | <¢====1 | Linfocito B

Figura 5. Esquema de interaccion célula presentadora - linfocito T y
produccién de ACCP.

Tradicionalmente, la teoria del epitopo compartido establecia que
diferentes polimorfismos del gen HLA-DRB1 daban Ilugar a
secuencias de aminoacido especificas “QRRAA, RRRAA y QKRAA”
localizadas en las posiciones 70-74 de la subunidad beta 1 (Figura 6)
de la molécula HLA-DRBL1. Dichas secuencias de aminodcido

conferian una mayor afinidad por los residuos citrulinados. Sin
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embargo, un reciente estudio publicado en Nature Genetics (28) ha
cambiado esta teoria dando todo el peso a un polimorfismo del HLA-
DRBL1 que da lugar a un cambio de aminoécido valina por leucina en
la posicion aminoacidica 11, la cual confiere un Odds Ratio (OR) de
susceptibilidad a padecer AR de un 3,7 con una significacion
estadistica de P < 10°%.,

Esto conlleva una respuesta inmunitaria mucho mas potente, lo

que determina la mayor actividad de la enfermedad y el peor

pronostico de este subgrupo de pacientes.
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Figura 6. Composicion MHC IlI. Localizacion secuencia de

aminoécidos conservada de alta afinidad por los residuos citrulinados

en el MHC tipo Il DRB1 (marcada en cuadro verde).
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Alrededor de 30 afios después del descubrimiento del epitopo
compartido, se descubri6 otro gen situado fuera de la region del HLA-
DRBL1, el gen que codifica la enzima peptidoarginildeaminasa (PADI)
responsable de la produccion de citrulina a partir de arginina. A partir

de entonces se han identificado multiples polimorfismos asociados al

desarrollo de la enfermedad (Figura 7).

ANKRD55,
IL6SI
KIFSA, C5orf13,
PIP4K2C GINI
TNFRSF14 PRDMI SPRED2
ccL21 CD2, €D56 ccs6
HLA-DRw4 PRKCQ FCGR2A AFF3
Alelos PADI4 TRAF1/c5 || CD40 PTPRC IRF5
epitopo prsz STAT4 IL2RA REL PXK TAGAP

Figura 7. Principales genes implicados en el desarrollo de la
enfermedad por orden cronolégico de descubrimiento (2).

Sin embargo en los pacientes con ACCP negativos el Unico factor
genético asociado a la AR identificado por el momento es el asociado
al HLA-DR3. Esto no determina que la carga genética sea mas

importante en el primer subtipo de AR ya que estudios recientes
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muestran que el porcentaje de pacientes que heredan la patologia es
similar en las dos variedades, pacientes AACP +y - (29).

Por lo tanto entre los factores de riesgo asociados al desarrollo de
la AR encontramos tanto factores ambientales como factores
genéticos, pudiendo determinar estos Ultimos la influencia de los

factores ambientales (Figura 8).

ﬁ‘\ Obesidad y
estilo de
-,

Tabaco
Factores

-y Exposicién a t \

.«.  agentes
_ medicambientales

~ MICfOOFgaI]ISI]\OS Dieta

\.\/

Figura 8. Factores de riesgo relacionados con el desarrollo de la AR.
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1.4 Diagnostico.

El objetivo del tratamiento es conseguir la remision de la
enfermedad, entendida como la ausencia de evidencias de inflamacion
sinovial (3). En la practica clinica se recomienda, por tanto, la
instauracién temprana de una estrategia terapéutica agresiva con
farmacos modificadores de la enfermedad, por lo que es necesario
realizar un diagnéstico temprano (30).

El conjunto de criterios méas aplicado para realizar el diagndstico
de la enfermedad a nivel mundial son los publicados por el Colegio
Americano de Reumatologia en 1987, que se elaboraron para realizar
la clasificacion de pacientes con diagnéstico de enfermedad reumatica
en AR o no AR. El diagndstico se realiza cuando el paciente cumple

cuatro de los siete criterios incluidos en la Tabla 1 (31).
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Tabla 1. Criterios revisados de Clasificacion de la AR (ACR,
1987).(31). Los cuatro primeros criterios deben mantenerse al menos

durante seis semanas antes de realizar el diagndstico.

Criterios revisados de clasificacion de AR
(American College of Rheumatology 1987)

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

2. Artritis de tres o mas areas* simultaneamente, objetivada por un médico.

3. Artritis de las articulaciones de la mano que afecta al menos una de las siguientes
areas: carpo, metacarpofalangicas e interfalangicas proximales.

4. Artritis simétrica.

5. Presencia de n6dulos reumatoides objetivados por un médico.

6. Presencia del factor reumatoide (FR).

7. Hallazgos radiolégicos tipicos de la AR en la radiografia posteroanterior de manos,

que incluyan erosiones u osteopenia yuxtaarticular en las areas afectadas.

* Se consideran 14 posibles areas articulares: interfalangicas
proximales, metacarpofalangicas, carpos, codos, rodillas,

tobillos y metatarsofalangicas derechas o izquierdas.

La principal limitacién de este sistema de diagnostico es su
escasa sensibilidad para detectar precozmente la enfermedad, lo que
provoca que en la mayoria de pacientes no pueda realizarse un
tratamiento temprano que limite la evolucion de la enfermedad y la
aparicion de lesiones 6seas (3, 32). En la artritis ya establecida, la
sensibilidad y especificidad del sistema es alta (79% y 90%

respectivamente), mientras que en la artritis temprana estos valores se
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reducen al 77% en ambos casos por lo que algunos autores
recomiendan emplear este sistema en la clasificacion de la enfermedad
y no en el diagnostico.

Se han elaborado nuevos criterios aunque de momento no
tienen validez externa y su uso no estd demasiado extendido (30, 33).
Actualmente el objetivo es realizar una deteccion precoz de la
enfermedad ya que una minoria de pacientes que posteriormente
desarrollan AR pueden ser diagnosticados en la primera consulta
mediante el sistema ACR 1987 debido a que los signos y sintomas
incluidos no suelen cumplirse durante el primer afio de la enfermedad
(30). Varios estudios muestran que la enfermedad aparece tras una
fase preclinica de varios afios de duracion y si pudiera ser detectada en
esta fase supondria una mejora notable en el pronostico de estos
pacientes (34).

La blasqueda de parametros diagndsticos en estadios mas
tempranos de la enfermedad ha centrado la investigacion de los
Gltimos afios. Se ha descubierto que la presencia de auto-anticuerpos
(concretamente Inmunoglobulinas (Igs) M anti fraccion constante Ig
G (FR) y ACCP) y de reactantes de fase aguda precede al inicio de
las manifestaciones clinicas (34). Estos autoanticuerpos aparecen

aproximadamente 5 afios antes del inicio de las manifestaciones
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clinicas y se ha visto que un 30% de los pacientes con artralgia y auto
anticuerpos desarrollan AR en un periodo de 1 afio.

Hasta la fecha el marcador serolégico de diagndstico mas
ampliamente empleado ha sido el factor reumatoide (FR) que presenta
sin embargo poca especificidad, ya que estd presente en otras
patologias reumaticas, en algunos individuos sanos (ancianos) (35) y
en patologias como la hepatitis viral crénica o la endocarditis
bacteriana. Presenta una especificidad del 79% (31-95%) y una
sensibilidad del 60% (25-95%) (36).

Los anticuerpos anti péptidos citrulinados (ACCP) reconocen
proteinas citrulinadas que se obtienen por una modificacion estructural
de las moléculas de arginina catalizada por la enzima
peptidoarginildeaminasa (PADI). Esta reaccion ocurre de forma
natural en individuos sanos en la piel y el sistema nervioso (19) y
también como consecuencia de procesos inflamatorios. Sin embargo
el suero de individuos sanos esta libre de autoanticuerpos lo que hace
suponer que su produccion esté asociada a una respuesta humoral
inadecuada (6). La presencia de autoanticuerpos determina el
diagndstico de la enfermedad en un elevado porcentaje de pacientes.
Este test tiene una sensibilidad del 68% (39-94%) y una especificidad

del 95% (81-100%), lo que le otorga mayor sensibilidad vy
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especificidad que el FR aunque su uso no esté tan extendido (6). Estos
anticuerpos pueden ayudar al clinico a diferenciar la artritis de otras
patologias en las que el FR puede ser positivo como el lupus
eritematosos sistémico, el sindrome de sjogren, la hepatitis C o la

artritis psoriasica entre otras.

1.5 Manifestaciones clinicas de la AR.

La evolucién natural de la enfermedad en la mayoria de
pacientes consiste en una inflamacién constante y de baja intensidad
acompafiada de brotes que progresivamente producen la destruccion
articular, deformidad, discapacidad e incluso la muerte prematura. Los
sintomas pueden aparecer de forma repentina y aguda o pueden ser de
aparicion lenta e insidiosa. Los sintomas caracteristicos de la
enfermedad aparecen inicialmente a nivel articular, aunque también
pueden aparecer al inicio otras alteraciones como anorexia, debilidad

o fatiga.

1.5.1 Manifestaciones articulares de la AR.
La manifestacion principal de la AR es el dolor articular
acompariado de rigidez e inflamacion y su aparicion suele producirse

simultaneamente en varias articulaciones. Las articulaciones que con
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mayor frecuencia se ven afectadas son aquellas con mayor tasa de
cartilago y liquido sinovial, destacando por la elevada frecuencia en la
gue estan implicadas, las articulaciones de pequefio tamafio como las
interfalangicas  proximales, metacarpianas de las manos vy
metatarsianas de los pies, aunque la artritis también se encuentra
presente en mufiecas, codos, hombros, rodillas, caderas o tobillos

(Figura 9).

.
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Figura 9. Articulaciones afectadas segun frecuencia (las mas oscuras
presentan menor frecuencia de afectacion). Imagen extraida de la

pagina web de la Sociedad Espafiola de Reumatologia.
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Uno de los primeros sintomas clinicos que se manifiesta en los
pacientes con AR es la rigidez matutina de las articulaciones
inflamadas. Posteriormente, las articulaciones aparecen dolorosas,
tumefactas, calientes y eritematosas (Figura 10). El dolor puede variar
desde una ligera molestia con la movilizacién, hasta un dolor intenso,
que persiste incluso en reposo y empeora con la presién y el

movimiento articular.

Figura 10. Tobillo afectado por artritis reumatoide en estadios

iniciales.

Finalmente, tal como se ha comentado la falta de tratamiento o

el tratamiento inadecuado terminan por producir una lesién 6sea que
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implica la incapacidad para flexionar la articulacion y la deformidad

de la misma (Figura 11).

Figura 11. Artritis reumatoide avanzada en manos.

1.5.2 Manifestaciones extra-articulares de la AR.

A pesar de que las principales manifestaciones se producen a
nivel osteoarticular, la AR es una enfermedad sistémica y esta
asociada a alteraciones cuténeas y especificas de ciertos 6rganos. Se
relaciona con mayor incidencia de anemia (propia de procesos
inflamatorios cronicos), osteoporosis, depresion relacionada con la
desregulacion del eje hipotalamo-hipofisario y con un incremento de
los accidentes cardiovasculares (26). Aunque hay multiples estudios
de cohortes sobre estas alteraciones extra-articulares no existe una

clasificacion uniforme. Su incidencia es variable (17,8-47,5%) y no
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todos los individuos que padecen la enfermedad presentan las mismas
lesiones ni con la misma intensidad. Se ha observado una mayor
incidencia en los paises del norte de Europa con respecto a los del sur
lo que hace suponer que, de nuevo, el componente genético y
ambiental juega un importante papel en la aparicion de estas
complicaciones.

Estas alteraciones pueden aparecer en cualquier momento
durante la evolucion de la enfermedad, incluso en etapas tempranas y
se relacionan con mayor gravedad y peor pronostico (37). Destacan
por su incidencia los nodulos reumatoideos, vasculitis, alteraciones
oculares, alteraciones pulmonares, alteraciones cardiovasculares y las

alteraciones renales:

1.5.2.1 Nédulos reumatoideos.

Se trata de nddulos subcutaneos de 1 a 5 centimetros de
diametro de consistencia firme y que no muestran signos inflamatorios
(Figura 12). Las localizaciones mas frecuentes son las zonas de
flexion y roce como los codos, los dedos de las manos, las rodillas y
los pabellones auriculares aunque también se han descrito nddulos
reumatoides extra-cutaneos en pacientes que presentaban este tipo de
lesiones en esclera, muasculo esquelético, pulmén o corazon.
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Habitualmente las lesiones son asintomaticas y no requieren
tratamiento.

Es la manifestacion extra-articular mas comdn, y afecta sobre
todo a pacientes con factor reumatoide (FR) positivo: alrededor del
40% de los pacientes con FR + presentan nodulos reumatoideos
mientras que entre los pacientes seronegaivos la incidencia es tan solo
del 6% (38).

Se desconoce la etiopatogenia pero se ha propuesto que
pueden ser el resultado de mecanismos vasculiticos, traumatismos
repetidos y del depdsito de inmunocomplejos.

Niveles elevados de FR se relacionan con una mayor
incidencia de esta manifestacion y con peor evolucion de la

enfermedad.

Figura 12. No6dulo reumatoideo en paciente con AR.
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1.5.2.2 Vasculitis.

La vasculitis reumatoidea es una complicacidn rara y de dificil
diagndstico sobre todo si afecta a 6rganos internos en lugar de
aparecer en forma de lesiones cutdneas; esto provoca que su
prevalencia segun estudios clinicos oscile de un 1 a un 5%
revelandose en estudios basados en autopsias una prevalencia
superior, del orden del 15 al 31% (39). Es la manifestacion extra-
articular mas grave. Se trata de una lesion tisular o isquemia causada
por una vasculitis caracterizada por la presencia de células
mononucleares e infiltrado de neutrofilos en la pared de vasos de
mediano y pequefio tamafio. Frecuentemente existe una necrosis de la
propia pared de los vasos y una obstruccion de éstos, con la
consiguiente produccion de infartos en tejidos distales al érea
afectada.

Puede afectar a cualquier 6rgano, aunque lo mas frecuente es
gue las lesiones aparezcan a nivel de la piel (Figura 13) y de nervios
periféricos.

El tratamiento depende de la gravedad y del 6rgano implicado.
En casos leves en los que se ve afectada la piel o nervios periféricos el

tratamiento habitual es prednisona junto con metotrexato o azatioprina
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mientras que casos mas graves pueden requerir elevadas dosis de

esteroides y ciclofosfamida o farmacos biologicos.

Figura 13. Ulceras reumatoideas secundarias a vasculitis en
paciente con mal control de artritis reumatoide (39).

1.5.2.3 Alteraciones oculares.

Entre las manifestaciones reumaticas oculares se incluyen la
queratitis, escleritis y epiescleritis, retinopatia y el sindrome de
Sjogren secundario. Aproximadamente un 27% de los pacientes
presentan alteraciones oculares siendo las mas frecuentes el sindrome
de sjogren y la escleritis (37). EI Sindrome de Sjogren secundario se
caracteriza por la presencia de sequedad de las membranas mucosas,

con sintomas que van desde 0jos secos, sensacion de ardor y cuerpos
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extrafios, secrecion mucosa, hasta el desarrollo de blefaritis crénica

(40).

1.5.2.4 Alteraciones pulmonares.

La patologia pulmonar es frecuente entre los pacientes con
AR y constituye un factor de mal pronéstico, siendo una importante
causa de morbi-mortalidad (41). Las manifestaciones pulmonares méas
habituales son la enfermedad pleural, la fibrosis intersticial, la
enfermedad nodular pulmonar, la bronquiolitis y la arteritis con
hipertension pulmonar.

La fibrosis intersticial pulmonar es la manifestacion pulmonar
méas frecuente aunque los estudios sobre su incidencia muestran
resultados variables segiin el método de diagnéstico aplicado (42);

afecta aproximadamente a un tercio de los pacientes con AR.

1.5.2.5 Alteraciones cardiovasculares.

Desde el aumento de la esperanza de vida de este grupo de
pacientes debido al avance de los tratamientos, se ha observado que
existe una gran diferencia en la incidencia de eventos cardiovasculares
respecto a grupos control. Particularmente se observa un incremento
importante en los acontecimientos de este tipo entre los pacientes con

FR positivo (43).
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La afeccion cardiaca en la AR incluye pericarditis, valvulitis,
miocarditis y un aumento de la prevalencia de enfermedad coronaria
aterosclerotica. El pericardio estd afectado en aproximadamente un
40% de los pacientes, y la pericarditis es la manifestacion cardiaca
mas frecuente en la AR (44). También se produce un incremento del
riesgo de sufrir insuficiencia cardiaca congestiva (43).

Se observa un incremento en el riesgo de mortalidad
cardiovascular asociado a la AR debido principalmente a una
arterosclerosis acelerada en arterias coronarias y del sistema
cardiovascular asi como a otras complicaciones incluyendo el fallo
cardiaco. Un meta-analisis reciente muestra un incremento de un 50%
del riesgo de muerte por eventos cardiovasculares entre los pacientes
con AR respecto a controles con un indice de riesgo basado en
pardmetros clésicos similar. Ademéas el riesgo cardiovascular es
independiente de la duracion de la enfermedad habiéndose
identificado casos de muerte por evento cardiovascular en pacientes
con FR positivo y reciente poli artritis (43).

Se desconoce el mecanismo por el que se produce este
incremento de alteraciones cardiovasculares, aunque se atribuye en
parte al proceso inflamatorio que podria acelerar la formacion de

placas de ateroma y a la actividad de un subgrupo de linfocitos T
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(CD4+CD28-) que se encuentra en elevada concentracion en pacientes
con artritis reumatoide y en las placas de ateroma. De hecho se
observa una relacion directa entre elevados mediadores de la
inflamacidn y la formacion acelerada de placas de ateroma (45). Por
otro lado tanto el FR como los ACCP constituyen un factor de riesgo
independiente para el desarrollo de cardiopatias isquémicas aunque su

papel adin no esta claro.

1.5.2.6 Alteraciones renales.

Las manifestaciones renales son raras y con frecuencia
aparecen de forma secundaria al tratamiento con ciertos farmacos,
sobre todo anti-inflamatorios no esteroideos. Las alteraciones mas
frecuentes son la glomerulonefritis, la amiloidosis que provoca
proteinuria severa y el sindrome nefritico (37). Hasta un 10% de
pacientes con AR presentan proteinuria secundaria a la presencia de
amiloidosis renal. El depoésito de amiloide es méas frecuente en
pacientes con un desarrollo largo de la enfermedad y con mala

respuesta al tratamiento.

1.6 Indices para evaluar la actividad de la enfermedad.

La medida de la actividad de la enfermedad en la AR permite

evaluar y comparar los tratamientos utilizados en los pacientes que
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desarrollan la enfermedad. Los indices de evaluacion de la actividad
son una herramienta fundamental para el manejo de la enfermedad y
los resultados del tratamiento dependen de la capacidad del clinico de
determinar el nivel de actividad y la falta de respuesta. De hecho estos
indices validados permiten tomar decisiones clinicas como el inicio de
tratamiento, la adicién de un nuevo medicamento, el cambio de
tratamiento o incluso la retirada (4).

Ademés de un instrumento para el clinico constituyen el
método de comparacion de medicamentos nuevos en los ensayos
clinicos. En la actualidad esta extendido el uso de indices compuestos
como los propuestos por la ACR, que incluyen un conjunto basico de
medidas de actividad de la enfermedad (ACR20, ACR50 y ACR70) o
el Disease Activity Score (DAS).

La Sociedad Espafiola de Reumatologia (SER) recomienda,
tras el consenso aprobado en 1992 por la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS), la European League Against Rheumatism (EULAR) y
la ACR, que el conjunto minimo de pardmetros que se deben medir en
todos los pacientes para evaluar la actividad de la enfermedad y asi
poder determinar sobre bases objetivas si se ha conseguido el objetivo

terapéutico, sean:
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NUmero de articulaciones dolorosas (NAD) y tumefactas
(NAT). Se recomienda hacer un minimo recuento de 28
articulaciones.

Dolor evaluado por el paciente. Se recomienda utilizar una
escala visual anal6gica (EVA) horizontal de 10 cm, dividida mediante
marcas verticales en 10 segmentos iguales de 1 cm. Las mediciones se
acompafiaran con descriptores numéricos del 0 (ningun dolor) al 10
(méximo dolor).

Evaluacion global de la enfermedad efectuada de forma
independiente por el médico y el enfermo. Se recomienda utilizar el
mismo tipo de EVA anterior, con descriptores numéricos del 0 al 10,
aunque en este caso los extremos indicaran muy bien (0) y muy mal
(10).

Reactantes de fase aguda. Se recomienda incluir la velocidad
de sedimentacion globular (VSG) y los valores de proteina C reactiva
(PCR).

Evaluacion de la capacidad funcional. Se recomienda evaluar
la funcidn fisica autopercibida mediante cuestionarios validados. El
HAQ (Health Assessment Questionnaire) de 20 items (que se puntla
en una escala de 0 a 3 graduada en pasos de 0,125) parece el mas

adecuado para su utilizacion en clinica. Actualmente, se considera que
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un cambio de dos pasos en la escala del HAQ, es decir, una variacion
de 0,25 puntos, equivaldria a un cambio real o clinicamente
significativo.

Evaluacion del dafio estructural. Se recomienda realizar una
radiografia de manos y pies asi como de cualquier otra articulacion
especialmente afectada, con una frecuencia anual, durante los
primeros 3 0 4 afios de evolucion de la enfermedad, o cuando se inicie

tratamiento bioldgico.

Actualmente el indice mas cominmente utilizado para medir
la actividad en la AR es el DAS28 (28-Joint disease activity score). El
DAS28 es un parametro multifactorial obtenido mediante una formula
compleja que tiene en cuenta la evaluacion del dolor e inflamacion en
28 articulaciones por parte del clinico, la velocidad de sedimentacién
globular (VSG) vy la evaluacion del estado general percibido por el
paciente y medido a través de una escala visual analdgica (EVA)(4).

Para su calculo se utilizan las siguientes formulas segin se
utilicen 3 0 4 variables:

DAS28 (4)= 0,56 VYNAD28 + 0,28 YNAT28+ 0,70 In (VSG) +

0,014 (EVA)
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DAS28 (3)=[0,56 YNAD28 + 0,28 YNAT28+ 0,70 In (VSG)]
1,08 + 0,16

Existe una modificacion del DAS28, en la que en lugar de
utilizar como reactante de fase aguda la VSG, se utiliza la PCR,
conocido como DAS-PCR. Se calcula con las siguientes formulas
segun se utilicen 3 0 4 variables:

DAS28 (4)= 0,56 YNAD28 + 0,28 YNAT28+ 0,36 In (PCR+1)
+0,014 (EVA)+0,96

DAS28 (3)= [0,56 YNAD28 + 0,28 YNAT28+ 0,36 In
(PCR+1)] (1,10+1,15)

El DAS28 se puntla de 0 a 11, donde 0 significa ausencia de
actividad y 11 maxima actividad. La enfermedad se clasifica en
funcion del valor de DAS28 en varios grados de actividad inflamatoria

y el tratamiento busca obtener la remision completa (Tabla 2):
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Tabla 2. Clasificacion de la actividad inflamatoria segin el DAS28
extraida de la Guia de Practica Clinica para el Manejo de la Aurtritis

Reumatoide en Espafia, 2007.

Remision <2,4
Actividad baja 2,4 < DAS28 <3
Actividad moderada 3,1<DAS28<5,1
Actividad alta >5,1

1.7 Fisiopatologia de la Artritis Reumatoide.
1.7.1 Papel de las inmunoglobulinas.

En el proceso patolégico de la artritis reumatoide se produce
una inflamacién crénica del tejido sinovial de las articulaciones. El
proceso inflamatorio estd mediado fundamentalmente por la
produccion de mediadores solubles, en su mayoria citoquinas, pero
también factores de crecimiento, cuyo efecto final es la remodelacion
del tejido sinovial y destruccién del cartilago y el hueso subyacente,
asi como diversas manifestaciones extraarticulares (46). De forma
fisioldgica en el proceso inflamatorio estan implicadas moléculas que
activan la inflamacion, moléculas que la mantienen y otras que

inhiben y detienen el proceso. En los estados de inflamacion crénica
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como es el caso de la AR existe un desequilibrio entre estos factores
lo que deriva en dafio celular (47).

En condiciones normales la arquitectura articular permite el
movimiento y la flexibilidad gracias a su estructura segmentada en
combinacion con el cartilago que representa una superficie con un
bajo indice de friccion. La membrana sinovial tiene la funcion de dar
soporte estructural, lubrica las superficies y proporciona nutrientes al
cartilago. Esta constituida por una fina capa porosa que contiene dos
tipos principales de células (Tipo A: similar a macréfagos, y Tipo B:
sinoviocitos tipo fibroblasto) y que por su morfologia porosa puede
contribuir a que se depositen complejos inmunes, células bacterianas y
otros materiales en la articulacion. (48)

En la AR la estructura de la membrana sinovial cambia por
completo, pasa de ser una organizacion con un bajo contenido en
células y practicamente avascular a convertirse en un tejido de
granulacion invasivo y altamente vascularizado denominado pannus.
Este tejido es el producto de la proliferacion de sinoviocitos y de la
infiltracion de células de la respuesta inmunitaria innata y adaptativa,
entre las que se incluyen monocitos/macréfagos, neutrofilos y
linfocitos que acttan liberando mediadores pro inflamatorios (49). La

invasion del pannus del espacio articular lleva finalmente a la
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destruccion de cartilago y hueso viéndose afectado tanto el esqueleto
axial como apendicular. La destruccion de cartilago y hueso se
produce como consecuencia de la interaccion entre sinoviocitos tipo
fibroblasto y células de la respuesta inmune innata: incluyendo
macrofagos, células dendriticas, mastocitos, neutréfilos y células
natural killer (NK) y de la respuesta adaptativa: linfocitos T y B (50).
Entre estas células destacan por su actividad los linfocitos CD4+ que
son activados tras la presentacion de antigenos asociados a moléculas
del CMH II. Por otro lado los macréfagos ademas de ser la principal
fuente de produccién de citoquinas expresan moléculas del CMH 11
con lo que actdan presentando antigenos lo que perpetla la respuesta
inmunitaria. Aunque se desconoce el responsable del inicio de la
respuesta, por el momento se han identificado algunos antigenos
enddégenos como los péptidos citrulinados, la glicoproteina 39 del
colageno humano y las proteinas de union de cadena pesada, y
algunos exdgenos como determinadas proteinas virales (47). Las
células CD4+ activadas estimulan la produccion por parte de
macréfagos, monocitos, neutréfilos y sinoviocitos de citoquinas como
la IL-1, IL-6 y el factor de necrosis tumoral o (TNF-a) y de
metaloproteinasas de matriz extracelular (MMP) a través de ligandos

de membrana y a través de la liberacion de mediadores solubles como
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el inferferon y (IFN y) y la IL-17 (Figura 14). Por otro lado los
linfocitos T CD4 activados interaccionan con linfocitos B a través de
moléculas de superficie (CD154 y CD28) induciendo la liberacion de
IgGs incluyendo el FR y los ACCP que pasaran a formar parte de
inmunocomplejos amplificAndose la respuesta (51). Ademas de todo
esto, esta linea de linfocitos T, estimulada por la IL-1 y el TNF-a,
produce el ligando del receptor activador NF-xB (RANKL) que
favorece la diferenciacion de los precursores hacia la linea
osteoclastica, lo que provoca que la remodelacién Osea esté
desregulada. En la AR predomina la actividad osteocléstica
provocando la resorcion 6sea, lo que incrementa el riesgo de fractura
de hueso (51, 52) (Figura 14). Los sinoviocitos también son capaces
de expresar moléculas de superficie que influyen en el proceso de

remodelado éseo.
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Figura 14. Los linfocitos CD4 + activados estimulan a monocitos,
macréofagos y fibroblastos sinoviales que producen interleuquina-1,
interleuquina-6 y TNF-a y secretan metaloproteinasas de matriz
mediante el contacto con receptores CD69 y CD11 asi como a través
de la liberacion de mediadores solubles tales como interferon e
interleucina 17. Los linfocitos CD4 + también estimulan a las células
B, a través del contacto de la superficie celular y mediante su unién a
través del CD154 (ligando CD40) y CD28 e inducen la produccion de
inmunoglobulinas, incluyendo el factor reumatoide. Ademas las
células CD4 + activadas expresan como ligando osteoprotegerina que

estimula la osteoclastogénesis.
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El TNF-o y la IL-1p liberadas en el espacio sinovial estimulan
la produccion por parte de sinoviocitos y condrocitos de MMPs, las
cuales producen la destruccién del tejido cartilaginoso favoreciendo la
migracion de otras células inflamatorias. Ademé&s estas citoquinas
junto con la IL-8 promueven la expresion de moléculas de adhesién
celular (CAM) en las células del endotelio, lo que atrae a mas células
inflamatorias potenciando el proceso (53). Por otro lado, el TNF-a y la
IL-1B inducen la expresion en fibroblastos de factor de crecimiento
endotelial (VEGF) lo que favorece la angiogénesis y provoca el
incremento de vascularizacion del tejido sinovial (54). Ademas existe
una retroalimentacién del proceso ya que la IL-1 induce la expresion
del TNF-a y viceversa.

El TNF-a es producido principalmente por macrofagos, pero
también lo liberan linfocitos T, B, fibroblastos y otros leucocitos. Es
un potente estimulador autocrino y paracrino; actia mediante su union
a dos receptores: el receptor de TNF-a tipo | (p55) y el de tipo 1l
(p75), que se encuentran en las membranas de células inmunitarias,
inflamatorias y endoteliales, siendo el receptor tipo | el principal
mediador de la sefializacion del TNF-a. Estos receptores también se
encuentran solubilizados en el ambiente con lo que reducen la unién a

los receptores de membrana y modulan parcialmente la actividad del
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TNF-o. Su union a los receptores de membrana promueve la
liberacion de IL-1, IL-6, IL-8, MMPs y factor estimulador de colonias
granulociticas y monociticas (GM-CSF) (Figura 15). Ademas provoca
la expresion de moléculas de adhesion en fibroblastos, las que
interactian con sus correspondientes ligandos de leucocitos

promoviendo la migracién de los mismos al espacio sinovial.
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Figura 15. Union de TNF alfa a su receptor y activacion de factores
de transcripcion que conllevan la expresion de interleuquinas
proinflamatorias entre otros mediadores importantes en el proceso

inflamatorio de la AR.

La IL-1 tiene un papel importante en la formacion del pannus
y en el deterioro de la articulacion. El proceso por el que actua es mas

complejo que en el caso del TNF-a ya que existen 2 receptores
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diferentes que no ejercen el mismo efecto: el tipo | provoca la
activacién celular y la transduccion de sefiales que inician la
transcripcion de citoquinas y factores de crecimiento y el tipo Il que
no produce ningln tipo de respuesta por no presentar dominio
intracelular. EI receptor tipo | se encuentra principalmente en las
celulas T, mientras que el de tipo Il se expresa principalmente en
neutrofilos, monocitos y células B. Ambos receptores se encuentran
libres como formas solubles, compitiendo con la union de los
receptores de membrana. Ademas, de forma fisiologica se genera un
antagonista del receptor de la IL-1 (IL1-Ra) que impide los efectos de
la misma al bloquear su lugar de unién. Del equilibrio existente entre
estas moléculas-receptores depende su mayor o menor efecto pro-
inflamatorio (47, 55).

Junto con el TNF-q, la IL-1 provoca una regulacion al alza de
la expresion de genes pro-inflamatorios, incluyendo la 6xido nitrico
sintasa inducible y la ciclooxigenasa 2, lo que provoca que aparezcan
en el ambiente grandes cantidades 6xido nitrico y prostanglandina E2.
El exceso de Oxido nitrico ejerce efectos oxidativos lesivos
directamente sobre los tejidos y ademas produce alteraciones en la

permeabilidad vascular y regula la actividad de los linfocitos T por
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distintos mecanismos, con lo que se ha propuesto su blogqueo como
una posibilidad terapéutica en tratamientos futuros (56).

Por otro lado la IL-1 podria cumplir un papel mas importante
en los procesos destructivos de la AR, debido a su capacidad de
inhibir el proceso de reparacion tisular. La IL-1 es capaz de inhibir
tanto la sintesis de nuevas proteinas de la matriz en el cartilago (como
el colageno tipo Il), como la proliferacion de los condrocitos, los
cuales son necesarios para la reparacion del cartilago (57).

Otra citoquina con un papel fundamental en el desarrollo de la
AR es la IL-6, para la que existe una correlacion directa entre su
concentracion en el liquido sinovial y el nivel de marcadores de
inflamacion y la severidad de la destruccion del hueso a nivel
radiogréafico (58, 59). Es producida mayoritariamente por linfocitos T,
macréfagos y monocitos y es una citoquina clave en la produccién de
proteinas de fase aguda, aunque su papel no se limita a esta fase ya
que participa en el desarrollo de respuestas humorales y celulares
especificas incluyendo la activacion de linfocitos T y la etapa final de
produccion de inmunoglobulinas por parte de linfocitos B. Induce el
paso de linfocitos T a linfocitos T citotoxicos mediante la
estimulacion de la expresion del receptor de la IL-2 y de la produccion

de la misma (58). La IL-6 tiene un papel importante en la transicion
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aguda-cronica de la inflamacion (59). Ejerce su efecto a través de su
unién a un receptor transmembrana asociado a proteina G (gp130) que
conecta con una Janus Kinasa (JAK) que induce la fosforilacion de
activadores de la transcripcion/traductores de sefial (STAT) que
activan la transduccion de citoquinas, factores de crecimiento etc.

(Figura 16).

gene expression

Figura 16. Activacion de JAK vy fosforilacion de mediadores que
inducen la expresion de proteinas de fase aguda entre otras tras la
interaccion IL-6 con IL-6R-gp130 (60).
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El receptor para la IL-6 se expresa Unicamente en las
membranas de leucocitos y hepatocitos, pero puede ser liberado en
forma soluble desde la membrana de neutréfilos. Este receptor soluble
(sIL-6R) se combina con la IL-6 para unirse a la proteina
transmembrana gp130, presente en diferentes grupos celulares, entre
los que se incluyen células endoteliales y sinoviocitos, activando la
cascada de sefiales que finalmente se traducird en la expresion de
genes del proceso inflamatorio (59).

El complejo IL-6/IL6R favorece el paso de neutréfilos a
macrofagos como célula predominante del proceso inflamatorio.
Favorece la produccion por parte de células endoteliales de IL-8,
proteina quimiotactica atrayente de monocitos (MCP-1), moléculas de
adhesion, factor activador de plaquetas (PAF) e IL-6. Estas proteinas
quimiotécticas producidas en el espacio sinovial atraen neutréfilos que
liberan sIL-6R y retroalimentan el proceso. Los neutr6filos activados
durante varias horas por moléculas proinflamatorias también liberan
MCP-1 lo que incrementa la atraccion de monocitos al foco
inflamatorio, que se ve favorecido por el efecto que tiene a nivel de la
hematopoyesis ya que favorece la diferenciacion de precursores hacia

la linea monocitica (58). Ademas la estimulacion continua de la IL-6
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en los neutrdfilos induce la apoptosis de estas células lo que se traduce

en una reduccion de los mismos en el foco inflamatorio (Figura 17).
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Figura 17. Paso de inflamacién aguda a cronica mediada por IL-6. 1:
Unién de IL-6 a sIL-R y activacion de transduccién de genes; 2:
Reclutamiento de monocitos; 3: Induccién de apoptosis de neutrofilos
por estimulacion prolongada por parte de IL-6 y fagocitosis (59).

Ademés de todo esto la IL-6 tiene un profundo efecto sobre el

hueso ya que favorece la diferenciacion de los precursores hacia la
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linea osteoclastica y atrae células del mesénquima vascular lo que
provoca la neo-angiogénesis contribuyendo también a la
hipervascularizacion del tejido (58).

En resumen la IL-6 inicialmente promueve la respuesta aguda,
pero cuando su estimulo se mantiene el proceso agudo se convierte en
un proceso cronico en el que ademas se incrementan los niveles de IL-
6 retroalimentando el proceso (59).

Como ya se ha comentado, en la inflamacién hay un equilibrio
entre los mediadores que la potencian y los que la inhiben. En el caso
de la AR también aparecen en las articulaciones afectadas mediadores
que bloquean o reducen el efecto inflamatorio, sin embargo parecen
encontrarse en cantidad insuficiente con lo que el resultado es la
incapacidad para detener el proceso.

Las 2 citoquinas antiinflamatorias mas estudiadas son la IL-10
y la IL-4. Las cuatro principales células productoras de IL-10 son los
linfocitos Th2 colaboradores y subgrupos de células T reguladoras
denominadas Trl, Thly Th17. Otras células productoras de I1L-10 son
los linfocitos T CD8+, monocitos y macrofagos (tras el estimulo
adecuado), células dendriticas, eosinofilos o mastocitos y células no
inmunitarias como los queratinocitos, células epiteliales y células

tumorales (47).
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La IL-10 actua mediante su unién a un complejo formado por
2 receptores IL-10R1e IL-10R2. El responsable del efecto es el IL-
10R2 aunque para que se produzca es necesaria la unién a ambos
receptores. La unién provoca la activacion de la Janus quinasa 1
(JAK1) y la tirosin-kinasa 2 que fosforilan la parte intracelular de los
receptores lo que resulta en el reclutamiento de STAT3 hacia el
receptor IL-10R1 lo que provoca la homodimerizacion y la migracion
hacia el nacleo donde se une a la region promotora de varios genes.
Ademas activa la sefial supresora de citoquinas (SOCS3) que tiene un
efecto regulador negativo sobre varias citoquinas (61).

En cuanto a los efectos bioldgicos, la IL-10 actGa como
potente inhibidor de la presentacion de antigenos, reduce la expresién
de MHC Il asi como de receptores co-estimuladores CD80 y CD86 e
inhibe la diferenciacion y maduracion de células dendriticas
(presentadoras de antigenos). Ademas tiene un potente efecto
inhibidor en la produccion de las principales citoquinas pro-
inflamatorias (IL-1, IL-6 y TNF-a) y de MMPs. Por otro lado la IL-10
es capaz de inducir la liberacién por parte de macréfagos del 1L-1Ra,
lo que bloguea parcialmente el efecto de esta citoquina
proinflamatoria y es capaz de revertir el proceso de degradacion de

cartilago en pacientes con AR (47, 61).
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La IL-10 sin embargo puede ejercer un efecto proinflamatorio
estimulando la proliferacion de células natural killer (NK), y la
activacién y diferenciacion de linfocitos B. Esta estimulacion podria
estar regulada por la cantidad de IL-10 presente en el foco
inflamatorio (61).

La IL-4 es producida por linfocitos T CD4+ tipo 2
colaboradores y participa en la diferenciacion y crecimiento de
linfocitos B. In Vitro inhibe la actividad de células T colaboradoras
tipo 1 lo que reduce la produccion de IL-1, IL-6, IL-8 y TNF-a e
inhibe el dafio en el cartilago. Ademas también induce la produccion
de IL1-Ra lo que tiene un efecto anti-inflamatorio (47). Actualmente
existen datos contradictorios sobre su posible papel como inhibidor de
la inflamacién crénica en la AR, por lo que estan garantizados

estudios futuros (62).

1.7.2 Formacion de inmunocomplejos.

Los inmunocomplejos (ICs) son estructuras formadas por
aglutinacién de anticuerpos (Acs) unidos a antigenos especificos. La
formacion de estas estructuras no es exclusiva de enfermedades
autoinmunes ya que se produce también en individuos sanos donde
normalmente son eliminados por procesos de fagocitosis. Sin embargo

si el proceso de limpieza de estos complejos no se produce

65



adecuadamente puede inducirse una respuesta inflamatoria sostenida.
En el suero y el fluido sinovial de pacientes con artritis reumatoide los
inmunocomplejos podrian contribuir al dafio articular a través de
diferentes mecanismos, como la activacion del complemento (63). Se
ha observado que los ICs aislados a partir de suero de pacientes con
AR inducen la produccién de 6xido nitrico, alteran el crecimiento de
condrocitos y modifican el proceso de apoptosis de células
inmunitarias lo que contribuye directamente a la destruccion articular
(63).

El principal Ac implicado en la formacion de estas estructuras
en la AR es el FR, una Ig M que une especificamente la fraccién
constante de la Ig G. Ademas, recientemente, se ha demostrado que en
los inmunocomplejos extraidos de plasma y liquido sinovial de
pacientes ACCP positivos aparecen restos de proteinas citrulinadas,
destacando la vimentina y el fibrindgeno citrulinado, unidos a los
propios anticuerpos (64, 65).

Las Igs que forman parte de estos inmunocomplejos activan
mediante su union a receptores especificos (como son los receptores
de fraccion constante de inmunoglobulinas tipo y (FcyR)), células del
sistema inmunitario, sinoviocitos y células endoteliales con gran

relevancia en el proceso patoldgico de la AR. Existen varios subtipos
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de FcyR: FcyRlla, FeyRlIlla y FcyRIIIb que se expresan en distintos
grupos celulares teniendo un papel fundamental en el desarrollo de la
enfermedad. Ciertos polimorfismos en los genes que codifican estas
proteinas podrian predisponer a padecer la enfermedad y condicionar
la respuesta al tratamiento como veremos mas adelante. Son
responsables de la activacion del complemento, la estimulacion de la
fagocitosis y de la liberacion de factores quimiotacticos, citoquinas
(IL-1, IL-6, IL-8), GM-CSF, MMPs y de especies reactivas de
oxigeno (63).

Es interesante destacar que la unién de la fraccion constante
de las IgGs que forman parte de los inmunocomplejos induce una
respuesta variable en los neutréfilos segin su unién se produzca al
recetor transmembrana FcyRIla o FcyRIIIb. Las sefiales asociadas a la
activacion del FcyRIla inician quimiotaxis y fagocitosis cuando se
encuentran con sueros opsonizados con bacterias. Sin embargo la
union al FeyRIIIb parece tener un papel fundamental en la secrecion
de especies reactivas de oxigeno por parte de neutréfilos en respuesta
a inmunocomplejos, mientras que no parece inducir el proceso de
fagocitosis o degranulacién ante el contacto con suero opsonizado. Ya
que la activacion de neutrofilos por inmunocomplejos es una causa de

lesion sobre la articulacion en la AR y dado que el bloqueo del
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FcyRIIIb no inhibe la actividad antibacteriana de estas células se ha
propuesto como posible diana terapéutica puesto que evitaria la
liberacion masiva de ROS sin comprometer la respuesta bactericida de
los neutrdfilos (66).

La interaccion de los ICs con los FcyR expresados en
macrofagos induce la degranulacion, la transcripcion de I1L-1'y TNF-
a, la liberacion de mediadores de la inflamacion y el inicio del proceso
de fagocitosis. Se ha observado que los macréfagos de individuos
afectados por AR expresan mayor cantidad de FcyRII y FcyRIII
respecto a individuos sanos y, por tanto, liberan mayores cantidades

de TNF-a ante estimulos con ICs. (64)

1.7.3 Papel de los Neutrofilos en la AR.

En condiciones normales los neutréfilos constituyen cerca del
60% de los leucocitos circulantes y son las primeras células reclutadas
a las zonas de infeccion o inflamacion. Una vez llegan a estas zonas
pasan a compartir varias funciones con macrofagos, particularmente
respecto a la produccion 'y expresion de  moléculas
inmunoreguladoras. Muchas de estas funciones adquiridas se
producen por un cambio en la expresién genética en los neutréfilos
activados (67) secundaria a la influencia de citoquinas y a la menor

presion de oxigeno asi como a la reduccién del pH ambiental. De
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todas las células de la respuesta inmunitaria los neutréfilos poseen la
mayor capacidad citotéxica y son las mas abundantes en las
articulaciones inflamadas de pacientes con AR, constituyendo
aproximadamente un 90% de las células halladas en el liquido sinovial
(68). Ademas de generar dafio directo actualmente se sabe que tienen
un papel fundamental en la organizacion del proceso inflamatorio a
través de su influencia sobre otras células de la respuesta inmunitaria
(Figura 18). Esta regulacion la llevan a cabo a través de cuatro
mecanismos: la secrecion de un amplio rango de citoquinas y
guimioquinas, el aumento de la expresion de receptores de superficie
como los MHC II, interacciones célula-célula y liberacion de

proteasas que pueden activar o desactivar citoquinas.
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Figura 18. Modulacion de la respuesta inmunitaria innata y adaptativa

por parte de neutrdfilos activados. Comunicacién de neutrofilos

activados con otras células de la respuesta inmune a través de la

secrecion de citoquinas y quimioquinas y de la presentacion de

antigenos asociados a MHC Il. Las citoquinas pueden ser secretadas

en su forma activa o como pro-péptidos que seran activados tras la

escision producida por proteasas liberadas por neutréfilos. Estas

proteasas ademas pueden inducir la liberacion de receptores de

membrana (como el de la IL-6) que una vez liberados actian como

mediadores solubles de la inflamacién, iniciando la sefializacion en

celulas que no expresan constitutivamente dicho receptor (67).
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Los neutrofilos infiltrados, como ya se ha comentado, son
considerablemente distintos de los aislados en individuos sanos:
aparecen degranulados, sobreviven dias en lugar de horas y expresan
citoquinas y receptores para las mismas diferentes de los habituales
(66). Los neutrofilos estimulan la proliferacion de células T, ya que
expresan MHCs I, por lo que se han propuesto recientemente como
nueva diana terapéutica (55, 67). Ademas son una fuente significativa
de leucotrienos y prostaglandinas, principalmente Leucotrieno B4
(LTB4) y prostaglandina E2 (PGE2). EI LTB4 es un agente
guimiotactico y actla reclutando neutr6filos mediante la induccién de
la expresion de moléculas de adhesion celular (MAC). Por su parte la
PGE2 parece retrasar la apoptosis en los propios neutréfilos (66).
Ademas de todo esto son capaces de activar linfocitos B ya que
generan moléculas estimuladoras de linfocitos B y secretan potentes
proteasas y citoquinas proinflamatorias (Figura 18) (65).

Tras la migracion a la articulacion inflamada puede producirse
la activacion de los neutréfilos mediante su unién a Igs formadoras de
los inmunocomplejos presentes en la articulacion inflamada ya que
expresan en superficie FcyR, mediante union a moléculas de
complemento o a traves del reconocimiento de antigenos mediante

receptores que unen patrones tipo Toll-like receptors. Esta activacion
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induce la degranulacion de los neutrofilos, la liberacion de radicales

libres de oxigeno producidos por la activacién de la NADPH oxidasa

ligada a la membrana, mieloperoxidasas, lactoferrina, colagenasas,

elastasas y otras proteasas (Tabla 3) que provocan un dafio directo

sobre el cartilago e inducen la produccién de otras citoquinas que

alimentan el proceso inflamatorio como el TNF-a o la IL-1 a partir de

sus precursores solubles (66, 67).

Tabla 3. Papel de las enzimas procedentes de los granulos de
Neutrofilos en la AR (67).

ENZIMA FUNCION O DIANA RELEVANCIA EN AR
Elastasa Escinde colageno, elastina, Promueve dafio en el cartilago y
lubricina, pro-citoquinas, activa citoquinas y receptores
receptores anclados a
membrana
Gelatinasa Escinde colageno tipo |1 Promueve dafio en el cartilago
Catepsina Escinde pro-citoquinas Activa citoquinas

Lactoferrina

Retrasa la apoptosis,
incrementa la adhesion epitelial

Promueve la inflamacion

Lipocalina
asociada a
gelatinasa

Inhibe el factor de crecimiento
de condrocitos

Inhibe la reparacion del cartilago

Proteinasa 3

Escinde pro-citoquinas

Activa citoquinas

Mieloperoxidasa

Antiproteinasa

Inhibe la resolucion de la inflamacion

Colagenasa

Escinde colageno

Promueve dafio en el cartilago
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En la AR el mecanismo de reclutamiento, activacion y la
apoptosis de los neutrofilos esta alterado. En condiciones normales en
ausencia de estimulos los neutréfilos circulantes inician el proceso de
apoptosis transcurridas entre 6 y 18 horas. Los restos son fagocitados
por macréfagos produciendo mediadores antiinflamatorios. En caso de
que no se produzca una limpieza de neutrdfilos adecuada se produce
una necrosis secundaria que induce la produccién de mediadores
proinflamatorios por parte de macréfagos cuando fagocitan estos
restos. Los neutrdfilos de pacientes con AR muestran defectos en la
apoptosis independientemente de la duracion de la enfermedad y del
uso de farmacos modificadores de la enfermedad (FAMES). Este
hecho podria estar relacionado con los niveles de citoquinas anti-
apoptéticas: IL-2, IL-4, IL-15, GM-CSF y G-CSF que se encuentran
en las articulaciones de pacientes con AR, aungue se desconoce el
motivo y se han propuesto otras causas como la expresion de otra
citoquina antiapoptotica (MCL-1) secundaria a la hipoxia del tejido o
la participacion de otros mediadores como la lactoferrina que se
encuentra en elevadas concentraciones en el espacio sinovial de
pacientes con AR.

Otro factor alterado en los neutrdfilos aislados en pacientes

con AR es la produccidn de especies reactivas de oxigeno (ROS). Los
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neutrdfilos activados generan en elevadas concentraciones ROS a
través de la via NADPH oxidasa mientras que los neutrofilos
circulantes apenas tienen capacidad de producir estas especies ya que
este complejo se ensambla en la membrana durante el proceso de
activacién. En el ambiente inflamatorio se produce un estrés oxidativo
secundario a la liberacion inapropiada de ROS lo que esta
estrechamente relacionado con el proceso degradativo que se produce
en las articulaciones de pacientes con AR. Los neutréfilos aislados a
partir de liquido sinovial de pacientes con AR muestran claramente
gue han iniciado la liberacion de estas especies en la articulacion. Los
radicales libres dafian el ADN, provocan la oxidacion de lipidos,
proteinas y lipoproteinas y podrian estar implicados en la mutacién de
inmunoglobulinas que dieran lugar a la expresion de FR (66, 69, 70).
Por otro lado los neutréfilos localizados en zonas
inflamatorias expresan CD14, CD83 y MHC Il que son moléculas que
normalmente solo se expresan en células presentadoras de antigenos,
lo que denota que bajo las condiciones adecuadas los propios
neutrdéfilos actdan presentando antigenos activando linfocitos T.
Ademés los neutrofilos aislados a partir de liquido sinovial de
pacientes con AR expresan RANK, osteoprotegerina (OPG), TRAF6

y RANKL mientras que en los aislados en individuos sanos no se
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expresa OPG ni RANK. Este hecho justifica la teoria de que los
propios neutréfilos podrian afectar al remodelado 6seo siendo capaces
también de activar la fusion de monocitos para su conversion a

osteoclastos activos que actuarian en la resorcion del hueso (67).
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Figura 19. Papel de los neutrofilos en la inflamacion articular. a)
imagen de resonancia magnética de una rodilla inflamada de un

paciente con AR; se muestra pérdida de cartilago, sinovitis y derrame.
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b) La inflamacidn en las articulaciones de pacientes con AR resulta en
la formacién de pannus y en la infiltracion de células de la respuesta
inmunitaria. Los neutréfilos del liquido sinovial son activados por
inmunocomplejos solubles (formados por FR y ACCP) que inducen la
degranulacion y liberacién de proteasas y especies reactivas de
oxigeno (ROS), que provocan degradacién de &cido hialurénico y la
activacién de citoquinas proinflamatorias. Los neutréfilos del espacio
sinovial también pueden ser activados por inmunocomplejos
depositados en el cartilago. En este caso iniciaran una fagocitosis

frustrada y liberaran HOCI, ROS y enzimas degradativas de cartilago.

Por otro lado recientemente se ha propuesto una nueva forma
de muerte asociada a la eliminacion de patdgenos por parte de
neutrdfilos. En esta alternativa los neutréfilos moririan liberando
restos de cromatina (ADN asociado a histonas) junto con proteasas y
citoquinas presentes en granulos. A estos restos liberados se les
denomina NETs (neutrophil extracelular traps) y parecen jugar un
papel fundamental en el inicio y desarrollo de la enfermedad ya que
para su liberacidn es necesaria la activacion de la NADPH oxidasa que
activaria la enzima PADI4 que seria la encargada de la citrulinizacion
de histonas y vimentina responsable del inicio de la formacion de los
NETSs. Por tanto los neutréfilos en su fase final de la vida actuarian
participando en el inicio de la enfermedad como productores del

antigeno  desencadenante  (proteinas citrulinadas) y como
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perpetuadores de la enfermedad. La produccion de NETs es
estimulada por la presencia de bacterias y virus y por la influencia de
citoquinas como TNF-a, IL-8 e interferon (INF).

NETOSIS INDUCIDA POR

UNION DE LIGANDO \
FLUJO DE CALCIO PATOGENOS
PRODUCCION DE ROS GISTONA

. PROTEINASDE
- — GRANULOS
\{g"— BACTERIA ATRAPADA
o

PROTEINAS CITOPLASMATICAS Y DE

GRANULOS CON CROMATINA

RUPTURADE LA MEMBRANA  HISTONACITRULINADA
NEUTROFiLICA

DESCONDENSACION DE
CROMATINAE

HIPERCITRULINIZACION.
LA ENVUELTA NUCLEAR
SE VUELVE POROSA

FUENTE DEAUTO

ANTIGENOS
IMNa

NETOSIS AUTOINMUNE

Figura 20. Produccién de NETs. La liberacion de NETs puede
considerarse una forma de muerte celular especializada. EI proceso es
inducido por la unién de ligandos y depende de flujos de calcio y de la
produccion de ROS. La cromatina pasa a estar hipercitrulinada lo que
provoca su condensacion. Los poros presentes en la membrana del
nacleo y en las membranas de las vesiculas permiten que se mezclen
proteinas citoplasmaticas y de las vesiculas con la cromatina.
Finalmente la membrana celular del neutréfilo se rompe expulsando el

NET que se compone de material nuclear (ADN e histonas), de
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enzimas granulociticas (mieloperoxidasa, elastasa, lactoferrina, MMP-
9) y proteinas citoplasmaticas. Estas proteinas sirven como agentes
antimicrobianos cuando se producen inducidas por patdgenos, pero
pueden constituir una fuente de auto anticuerpos cuando se producen

asociadas a procesos autoinmunes.

En resumen los neutréfilos en situaciones de inflamacion son
capaces de interaccionar y regular la actividad de otras células;
producen mediadores inflamatorios y pueden adquirir diferentes
fenotipos como osteoclastos 0 células presentadoras de antigeno;
liberan potentes proteasas, contribuyen a la destruccion de tejido y
favorecen la cronificacion del proceso inflamatorio con lo que podrian

constituir una nueva diana terapéutica.

1.8. Factores genéticos asociados a la enfermedad:

La prevalencia de la AR en la poblacion general es de
alrededor del 1%; sin embargo, entre hermanos la prevalencia
aumenta al 2-4% y se eleva hasta un 12,3-15,4% entre gemelos
homocigéticos. Estos hechos muestran, sin lugar a dudas, que existe
una importante contribucién del componente genético al desarrollo de
la enfermedad (2). A pesar de que la influencia genética en el
desarrollo de la enfermedad esta clara, hasta el momento se han

confirmado 31 locis que s6lo explican el 23% del riesgo genético de
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sufrir AR y su implicacion funcional no ha podido explicarse por
completo (28).

Aunque la patogénesis de la AR no estd bien establecida se
han producido importantes avances en la identificacion de los factores
genéticos que contribuyen a la aparicion de la enfermedad. Como ya
se ha comentado previamente, el riesgo genético mas importante
identificado hasta el momento se encuentra localizado en el antigeno
leucocitario humano (HLA). En particular la secuencia de
aminoacidos QKRAA, QRRAA o RRRAA en las posiciones 70-74 de
la cadena DRp-1 estan asociadas con la enfermedad en aquellos
pacientes que presentan ACCP positivos (secuencia conocida como
epitopo compartido) (2). Por otro lado se han identificado una
secuencia (DERAA) situada en esa misma posicion que podria
conferir proteccion, aunque los resultados de los estudios son
contradictorios hasta el momento. La variedad que si se ha
relacionado mas firmemente con la proteccion frente a la AR con
ACCP positivos es la HLA-Drp*13:01 (2).

Casi treinta afios después de la identificacion del epitopo
compartido se identifico el siguiente gen implicado en el desarrollo de
la enfermedad y a partir de entonces se han identificado mas de 30

polimorfismos de genes que podrian participar en el desarrollo de la
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enfermedad en pacientes con ACCP +. La mayoria de las variedades
genéticas identificadas hasta el momento se localizan en genes
implicados en vias inmunol6gicas complejas, normalmente
relacionadas con la activacion o diferenciacion de células By Ty con
la sefializacion de citoquinas. Un ejemplo de este tipo de
polimorfismo es el que se produce en el gen PTPN22, que se ha
relacionado ademas con el lupus eritematoso sistémico, responsable
de la produccion de tirosina fosfatasa que parece afectar al minimo
nivel de estimulo necesario para activar células T y B. Otro ejemplo es
el polimorfismo que se produce a nivel de la molécula de superficie
CD40 que se relaciond con la AR en 2008. Esta molécula aparece en
multitud de células relacionadas con la respuesta inmunitaria
(linfocitos B, macrdfagos y células dendriticas) y aunque se desconoce
el mecanismo exacto por el que participa en la enfermedad, su
expresion en el espacio sinovial se ha relacionado (71) con la
destruccidn articular (2).

En cuanto a la AR con ACCP negativos, recientemente se ha
sugerido que un polimorfismo en el gen que codifica el neuropéptido
S podria condicionar la susceptibilidad y la evolucion de la AR,
aungue hasta el momento solo se ha identificado como polimorfismo

clave el localizado en HLA-DR3. Sin embargo como ya se ha
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comentado previamente el componente genético tiene un peso similar
en los dos subtipos de enfermedad; en un estudio reciente se ha
demostrado que la heredabilidad de AR entre gemelos con ACCP
positivos es del 68% mientras que es del 66% entre gemelos con
ACCP negativos. No se han descubierto por el momento
polimorfismos que confieran proteccion frente a la AR con ACCP
negativos (2).

En un estudio reciente en el que se relacionan procesos
bioldgicos con dos estudios de asociacion genética con la enfermedad
(NARAC y WTCCC) se han obtenido y validado nuevas alteraciones
genéticas que estan relacionadas con la enfermedad. En este estudio se
postula que los cambios en genes que codifican proteinas de una
misma via podrian tener un efecto aditivo en la susceptibilidad para
sufrir la enfermedad. De este estudio se desprende la importancia que
podrian tener la alteracion de las sefiales de los segundos mensajeros a
través del AMP ciclico, inositol trifosfato, diacil glicerol o el calcio.
Esta sefializacién estd implicada en el ciclo celular, diferenciacion,
crecimiento, secrecion de mediadores y en la respuesta inmunitaria y
modula tanto la activacion celular como su duracién. Los sistemas de
sefializacion de segundos mensajeros controlan las respuestas de

células inmunitarias pero también de condrocitos, osteocitos, tejido
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conectivo y células endoteliales asi como procesos del tipo resorcion
Osea. Por tanto una alteracién del proceso de activacion inactivacion
podria explicar el anormal comportamiento de las células del tejido
conectivo y no solo las alteraciones en el sistema inmunitario que son

las mas estudiadas hasta el momento (28).

1.9. Tratamiento de la AR:

El cambio en el paradigma del tratamiento de la AR lo
constituye el paso del mero control de sintomas mediante la
administracion de corticoides y antiinflamatorios no esteroideos
(AINES) al uso de farmacos modificadores de la enfermedad
(FAMES) y farmacos bioldgicos, que realmente actlan alterando la
evolucion de la patologia (3).

Como ya se ha comentado anteriormente el objetivo del
tratamiento no es Unicamente mejorar los sintomas clinicos como la
inflamacidn, el dolor y la capacidad funcional, también se busca una
prevencion del dafio estructural de la articulacién y de la discapacidad
a largo plazo mediante la supresién de la actividad de la enfermedad
(remision), asi como el control de las comorbilidades asociadas a la
misma, especialmente la reduccion del riesgo cardiovascular y la
prevencion de la osteoporosis (3, 4). Para conseguir el objetivo de
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prevencion y enlentecimiento del progreso de la enfermedad es
necesario el uso temprano de farmacos modificadores, este objetivo es
fundamental ya que se sabe que la inflamacion articular cronica esta
asociada a una limitacion funcional y discapacidad temprana y que las
erosiones 0Oseas pueden comenzar en los primeros meses de la
enfermedad, siendo el tratamiento temprano la mejor opcion para el
control adecuado a largo plazo y la prevencién del dafio estructural
(3).

Actualmente el tratamiento precoz y los controles frecuentes
gue permitan identificar casos de fracaso terapéutico, son las
estrategias clave en la clinica reumatolégica y son las que aseguran el
resultado mas 6ptimo a medio-largo plazo, habiéndose demostrado
que la introduccién del tratamiento mas agresivo en fases iniciales

resulta ser coste-efectivo (72).

1.9.1 Terapia Convencional:
1.9.1.1 Antiinflamatorios no esteroideos:

La utilizacion de antiinflamatorios no esteroideos (AINE)
solos o asociados a los corticosteroides se recomienda en la fase

inicial de la artritis, cuando se introduce un nuevo FAME, mientras

éste alcanza su nivel de eficacia (generalmente de dos a 12 semanas) o
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cuando persisten sintomas a pesar del tratamiento concomitante con
los FAME sin que haya indicacion de cambio del mismo. Los AINE
actlan sobre la produccion de prostaglandinas inhibiendo una o las
dos isoformas del enzima ciclooxigenasa (COX-1 y COX-2). La
isoforma COX-1 se encuentra de forma constitutiva en multiples
tejidos como la mucosa intestinal y las plaquetas, mientras que la
COX-2 es una enzima inducible que aparece en mayor concentracién
en tejidos donde se produce un estimulo inflamatorio. Por este motivo
se propusieron los inhibidores selectivos como alternativa terapéutica
mas segura ya que se reduce la toxicidad intestinal. Sin embargo
estudios de farmacovigilancia han obligado a la retirada del mercado
de algunos farmacos de este grupo ya que se demostr6é un incremento
del riesgo de sufrir accidentes cardiovasculares graves, junto con un
incremento de los casos de hipertension entre los pacientes tratados
con estos farmacos. Estos datos implican que la seleccion del AINE
debe realizarse teniendo en cuenta la patologia de base del paciente,

evitando producir una lesion o agravar la situacién basal.

1.9.1.2 Glucocorticoides:

Los glucocorticoides (GCs) han demostrado tener la capacidad
de actuar como modificadores de la enfermedad y no s6lo como meros
agentes antiinflamatorios. En la artritis temprana tienen la cualidad de
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enlentecer el proceso erosivo, mientras que en la AR establecida
ayudan al control y el alivio de sintomas (73).

Diversos estudios demuestran que el uso de GCs junto con
otro farmaco modificador de la enfermedad supone una mejor
respuesta a largo plazo con reduccion de las lesiones dseas. Son
farmacos con potentes efectos antiinflamatorios e inmunomoduladores
y actlan a través de diferentes mecanismos en los que intervienen una
gran variedad de células del sistema inmune. Son capaces de inhibir el
trafico leucocitario, interfieren con la funcion de los leucocitos,
fibroblastos y células endoteliales y son capaces de suprimir la accion
y produccion de factores humorales involucrados en el proceso
mediante la inhibicién de la transcripcién directamente en el nicleo
celular (74).

El uso de GCs a dosis bajas (10mg de prednisona o
equivalente/dia) ha mostrado ser eficaz afiadido a otro FAME, aunque
su uso prolongado no se recomienda por la incidencia de efectos
secundarios a largo plazo como la osteoporosis, cataratas, retencion
hidrosalina etc. Por lo tanto es recomendable emplearlos durante
periodos cortos de tiempo como terapia puente hasta que se alcancen
resultados satisfactorios con otros farmacos modificadores de la

enfermedad solos o combinados (72).
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1.9.2. Farmacos Modificadores de la enfermedad (FAMES):

Los farmacos modificadores de la artritis reumatoide clasicos
incluyen moléculas sintéticas como metotrexato, leflunomida,
hidroxicloroquina y sulfasalacina, con larga experiencia de uso y
resultados muy favorables en el tratamiento de la AR. Sin embargo
estos farmacos no son capaces de conseguir la remision de la
enfermedad en todos los pacientes y no estdn exentos de efectos
adversos, algunos graves, como veremos mas adelante. La falta de un
tratamiento éptimo para un porcentaje elevado de pacientes ha
promovido en los Gltimos afios la investigacion en este campo, lo que
ha derivado en la comercializacion de un nuevo grupo de farmacos
conocidos como bioldgicos. Este nuevo grupo de farmacos supone un
gran avance en el tratamiento de la enfermedad aunque de nuevo hay
una amplia variabilidad en la efectividad alcanzada entre los distintos
pacientes y no estan exentos de efectos adversos aunque son, en

general, mejor tolerados que los FAMES sintéticos.

1.9.2.1 FAMES sintéticos:

El inicio de tratamiento con un FAME sintético debe
realizarse tan temprano como se obtenga el diagnoéstico de AR,
aunque el paciente presente una actividad baja de la enfermedad o

incluso se encuentre en remision (72).
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Como ya se ha comentado se deben realizar controles
periddicos para determinar la efectividad del tratamiento y en caso
necesario intensificar la terapia o realizar un cambio de farmaco.
Inicialmente el farmaco de eleccion segin las recomendaciones de la
Liga Europea Contra el Reumatismo y de la Sociedad Espafiola de
Reumatologia (EULAR y GUIPCAR) es el metotrexato y entre las
alternativas si hay fracaso o intolerancia incluyen la sulfasalazina,
leflunomida, las sales de oro (en desuso) Yy otros farmacos como los

antipaltdicos (cloroguina e hidroxicloroquina).

-Metotrexato (MTX):

Es un farmaco altamente efectivo, sobre todo a dosis altas del
orden de 20-30mg semanales. Es considerado la piedra angular del
tratamiento de la AR, ya que por si solo presenta una gran eficacia en
el control de los sintomas y ademas incrementa la eficacia de los
FAMEs bioldgicos. No existe ninguna alternativa sintética que haya
mostrado mas eficacia (72, 75) a pesar de lo cual existe un porcentaje
de pacientes que no responden adecuadamente al tratamiento o que
presentan efectos adversos que imposibilitan el tratamiento con MTX

(15-30%) (76).
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Aunqgue el mecanismo exacto es desconocido parece actuar
como inmunosupresor inhibiendo la proliferacion de células
inmunitarias e induciendo la apoptosis y como agente
antiinflamatorio. Es introducido en la célula por una proteina
transmembrana que habitualmente transporta acido folico (SLC19A1)
y expulsado por accion de un transportador de la familia fijadora de
ATP (ABC) también conocida como proteina de resistencia a
multiples drogas. En el interior de la célula el MTX se transforma en
derivados poliglutamados (MTXPGs) que inhiben la actividad
dihidrofolato reductasa, responsable del paso de dihidrofolato a
tetrahidrofolato, sustancia que actia como donante de carbono clave
en la generacién de multiples compuestos, incluyendo la produccion
de metionina a partir de homocysteina; los restos MTXPGs también
bloguean la enzima timidalato sintetasa (TYMS) lo que inhibe la
sintesis de novo de bases pirimidinicas. Por otro lado tanto
metotrexato como sus metabolios bloguean la actividad AICAR
transformilasa (codificada por el gen ATIC) lo que produce un
aumento de la concentracion del ribonucleétido aminoimidazol
carboxamida adenosina (AICA) que en exceso bloquea la actividad de
enzimas importantes en el metabolismo de adenosina (Figura 21) (77),

con lo que esta Ultima se acumula y actia como un potente
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antiinflamatorio: inhibe la acumulacién de leucocitos y el dafio
endotelial inducido por neutréfilos en el foco inflamatorio, reduce la
produccion de TNF-o e inhibe varias actividades llevadas a cabo por
macrofagos, células T y células natural killer. EI déficit de bases
nitrogenadas por otro lado, impide la proliferacion celular, mientras
que el déficit de metionina impide la produccion de poliamidas, que
parecen jugar un papel importante en patologias inflamatorias (75).
Por otro lado aunque se desconoce el mecanismo parece actuar como
promotor de la produccion de antagonista del receptor de la IL-1 e

inhibidor de la sintesis de la propia IL-1.
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Figura 21. Mecanismo de accién de MTX. Introduccién en la célula
(SLC19A1); expulsion por accion de transportadores tipo ABC;
produccién de MTXPGs; blogueo de la sintesis de pirimidinas
(TYMS); de metionina (DHFR); de bases puaricas (AICAR

transformilasa) y acimulo de adenosina (77).

Es el FAME mas ampliamente utilizado siendo el de eleccion
en aquellos pacientes que no han recibido FAMES previamente y en
los que no existe contraindicacion (72, 78, 79). La dosis de inicio
habitual oscila entre 7.5 y 30mg/semana y aunque la administracion
oral es la de eleccion también puede administrarse por via parenteral

(subcuténea, intramuscular y ocasionalmente intravenosa) en aquellos
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pacientes en los que no existe una buena tolerancia por via oral o en
los que no exista una buena respuesta a pesar del uso de dosis
elevadas ya que la absorcién oral es erréatica.

Los efectos adversos mas frecuentes se producen a nivel
hepatico, sobre todo en pacientes con tratamientos prolongados y
elevadas dosis acumuladas, aunque también pueden producirse a nivel
gastrointestinal, cutaneo, pulmonar (neumonitis), hematolégico
(leucopenia, trombocitopenia y pancitopenia que requiere retirada
inmediata y tratamiento con &cido folinico), del sistema nervioso
central y del sistema inmunitario. En general estos efectos adversos
obligan retirar el farmaco Unicamente en un 20-30% de los pacientes
ya que suelen ser leves. Las alteraciones gastrointestinales suelen
aparecer durante los primeros 1 6 2 afios del tratamiento y se
caracterizan por dispepsia, nauseas, diarrea, anorexia y estomatitis que
en general remiten con reducciones de dosis. Otro efecto adverso
habitual es la elevacion de enzimas hepéaticas que puede remitir
espontaneamente o requerir una retirada indefinida del tratamiento si
se mantienen elevadas a pesar de un descanso terapéutico por el riesgo
que implica que se produzca una alteracion estructural y un dafio
hepético irreversible. Es recomendable realizar  controles

hematologicos y de transaminasas periodicamente durante el
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tratamiento con metotrexato y se ha recomendado administrar
suplementos de acido félico o folinico para reducir la incidencia de

estos efectos adversos (75).

-Leflunomida:

Aunque la Liga Europea de reumatologia la sitla en un
segundo plano (72) en el tratamiento de la AR, la Sociedad Espafiola
de Reumatologia (SER) y el Colegio Americano de Reumatologia
posicionan la leflunomida en el mismo escalon del tratamiento que
metotrexato ya que existe también una amplia experiencia de uso y
efectividad demostrada (78, 79).

Se trata de un derivado isoxazélico quimicamente diferente a
todos los farmacos inmunosupresores disponibles en el momento de
su comercializacién. Es un profarmaco que pasa a su forma activa
(A771726) en el tracto gastrointestinal. Su mecanismo de accion es
variado, parece actuar a diferentes niveles del proceso inflamatorio
del espacio sinovial. Actla inhibiendo la dihidrooroato
deshidrogenasa enzima imprescindible para la sintesis de pirimidinas
necesarias para completar el ciclo celular de linfocitos T con lo que
bloquea la expansion clonal de estos linfocitos. Ademas es antagonista

de la accion de numerosas citoquinas y factores de crecimiento (IL-2,
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IL-4, IL-3, IL-6, TNF-a,, GM-CSF, G-CSF) y bloquea la produccion
de autoanticuerpos a través de la inhibicion de la enzima tirosinkinasa
(80).

La dosis de mantenimiento recomendada es de 10 a 20mg de
leflunomida una vez al dia dependiendo de la gravedad (actividad) de
la enfermedad y se puede iniciar con una dosis de carga de 100mg
durante tres dias. El efecto terapéutico aparece normalmente a las 4-6
semanas del inicio del tratamiento.

Los efectos adversos mas frecuentes de la leflunomida son los
gastrointestinales (diarrea 17%, nauseas 9% Yy dolor abdominal 6%) y
los del aparato respiratorio (infeccion de vias aéreas superiores 15% y
bronquitis 7%). Suelen ser leves y no obligan en general a suspender
el tratamiento. Se han descrito elevaciones transitorias de
transaminasas en el 5% aproximadamente de los pacientes con AR
tratados con leflunomida (81). En general, son elevaciones ligeras que
tienden a remitir con el tratamiento prolongado. Sin embargo, si se
mantienen elevadas es necesario suspender el tratamiento vy
administrar colestiramina para aumentar la eliminacion del farmaco.
Se han notificado casos de dafio hepatico grave, algunos con

desenlace mortal, aunque son raros.
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Otros efectos adversos son la hipertension (10%), cefalea
(7%), veértigo (4%), pérdida de peso (4%), alopecia reversible (1%) vy
es potencialmente teratégena con lo que es necesario adoptar medidas

anticonceptivas adecuadas durante el tratamiento.

-Sulfasalazina:

La sulfasalazina es un farmaco ampliamente utilizado como
FAME tanto en monoterapia como en combinacién con otros
farmacos antirreumaticos. El Colegio Americano de Reumatologia y
la Sociedad Espafiola de Reumatologia recomiendan su uso en
monoterapia en la AR de inicio sin marcadores de mal prondstico
(erosiones radioldgicas, FR, anticuerpos anti-CCP, ausencia de
enfermedad extra-articular, HAQ superior a 1 0 elevada carga
inflamatoria (78, 79)), mientras que la Liga Europea de Reumatologia
recomienda su uso, al igual que el de Leflunomida, en caso de
contraindicacion o intolerancia a metotrexato (72). Tras ser ingerido
es biotransformado por bacterias intestinales en mesalazina (acido 5-
aminosalicilico) y sulfapiridina, principales responsables de su efecto
a nivel intestinal en la colitis ulcerosa y la enfermedad de Crohn.
Aungue su mecanismo de accidn en la AR no esta claro, parece que es

capaz de activar caspasas que inducen la apoptosis de macrofagos y

94



linfocitos, de inhibir la expresion de TNF-a mediante la inactivacién
del factor de transcripcion NF-k B (82) y de inhibir la produccion de
bases puricas (83).

Los efectos adversos mas frecuentes ocurren en el sistema
nervioso central (cefalea, vértigo) y gastrointestinal (anorexia,
nduseas, vomitos, dolor abdominal), en general son leves y no
requieren la suspension del tratamiento. También puede producir
toxicidad hematoldgica (macrocitosis, leucopenia, neutropenia y
anemia megaloblastica) y hepéatica que se manifiesta con cuadros
agudos, febriles, con lesiones cutaneas pruriginosas, linfadenopatia,

hepatomegalia, linfocitosis, eosinofilia y elevacion de transaminasas.

- Antipalidicos (AP): Hidroxicloroguina vy cloroquina:

Se trata de farmacos antimalaricos empleados en el
tratamiento de la AR sobre todo en combinacién con otros FAMES.
Muestran eficacia en el control de los signos y sintomas pero no en la
mejora de la evolucion a largo plazo. Pueden considerarse como
alternativa en aquellos pacientes con actividad baja de la enfermedad
y sin factores de mal prondstico.

Actlian alterando la respuesta inmunitaria especifica. En

condiciones normales en el proceso de la presentacion de antigenos, el
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péptido antigénico es transportado al interior del macréfago y es
procesado en vesiculas intracitoplasmicas, uniéndose a las cadenas a y
B de los antigenos HLA de clase II. Una vez procesada esta union, el
complejo es externalizado a la superficie celular donde contacta con el
linfocito T CD4+ dando lugar a la respuesta inmunitaria con
liberacion de IL-1, IL-6 y TNF. Cuando el AP difunde al interior de
las vesiculas, aumenta el pH e imposibilita la reaccion de union del
péptido antigénico con las cadenas o y B de las moléculas HLA de
clase Il, lo que impide su exposicién en la superficie celular y, por
tanto, frena la respuesta inmunitaria. Este proceso s6lo ocurre para los
autoantigenos pues de otra manera no preservaria la respuesta
inmunitaria defensiva.

Se han descrito gran variedad de efectos adversos, siendo los
mas frecuentes, gastrointestinales (10%) y cutaneos (3%), que son
afortunadamente los menos graves Yy pueden controlarse con
disminucion de la dosis. Los APs actian como estimulantes de la
corteza cerebral por lo que hay que vigilar especialmente a los
pacientes en situacion de potencial excitabilidad como trastornos
bipolares y epilépticos ya que pueden desencadenar cuadros
patologicos. La toxicidad méas grave es la ocular (retinopatia) y a la

muscular (cardiomiopatia y la neuromiopatia) aunque en general son
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poco frecuentes. Otros acontecimientos mas raros son las discrasias
sanguineas con cloroquina en pacientes con déficit de glucosa-6-

fosfato-deshidrogenasa y la disminucion de la funcion renal.

1.9.2.2. FAMES bioldgicos:

En los Gltimos afios se ha producido una gran evolucién en la
terapia de las enfermedades autoinmunes. La investigacion bésica ha
permitido conocer parte de los mecanismos moleculares que tienen
lugar durante la respuesta inmunitaria lo que ha posibilitado la sintesis
de moléculas mucho mas especificas dirigidas a frenar la respuesta
exagerada y dafiina que se produce en este tipo de patologias. Los
farmacos bioldgicos se definen como productos utilizados en el
tratamiento de enfermedades elaborados a partir de células cultivadas
en bancos celulares, con la excepcion de metabolitos microbianos.
Estas terapias han sido disefladas de manera que actldan
especificamente sobre una diana terapéutica considerada importante
en el proceso patogénico de la enfermedad.

Actualmente en Espafia hay nueve farmacos bioldgicos
autorizados para el tratamiento de la artritis reumatoide. Cinco estan
dirigidos a bloquear la actividad del TNF-a: infliximab, adalimumab,
golimumab que son anticuerpos monoclonales frente al TNF-q,
certolizumab que estd compuesto por la fraccién variable (Fab) de una
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IG pegilada y etanercept que es una proteina de fusion
estructuralmente analoga al receptor p75 (receptor tipo Il del TNF-a)
(Figura 22). Estos farmacos se unen al TNF y bloquean su actividad.
Son efectivos en el control de los sintomas, normalizacion de las
concentraciones séricas de reactantes de fase aguda y en la remision
del dafio observado mediante radiografia (84-86), lo que mejora la
calidad de vida de los pacientes (87). Dada su diferente estructura y la
posibilidad de que se generen anticuerpos que blogueen su actividad y
comprometan por tanto su efectividad todos ellos se consideran
indispensables en el arsenal terapéutico y el fracaso de uno de ellos no

compromete la efectividad de los demés (79).

Etanercept Certolizumab pegol Adalimumab  Golimumab Infliximab

Figura 22. Estructura de los cinco farmacos anti-TNF autorizados

para el tratamiento de la AR en Espafia en 2013 (88).

Los demas farmacos biolégicos bloquean la respuesta

inmunitaria a distintos niveles: Abatacept es una proteina de fusion
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que modula selectivamente una sefial co-estimuladora clave para la
activacién completa de los linfocitos T que expresan CD28; Anakinra
es una proteina recombinante que actla como antagonista de los
receptores de la IL-1; Rituximab (RTX) es un anticuerpo monoclonal
quimérico que se une especificamente a los receptores CD20 presentes
en la superficie de linfocitos B; Tocilizumab (TCZ) es un anticuerpo
monoclonal humanizado que se une especificamente a los receptores
de IL-6 tanto solubles como unidos a membranas (Figura 23).

La SER recomienda el inicio del tratamiento con un farmaco
biolégico tras el fracaso o intolerancia a al menos un FAME
tradicional (preferentemente LEF o MTX) y sélo en situaciones
excepcionales recomienda el inicio de tratamiento con un farmaco
biolégico. Se recomienda iniciar tratamiento bioldgico con un farmaco
anti-TNF o con tocilizumab en combinacién con metotrexato o en

monoterapia en caso de intolerancia (79).
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Figura 23. Dianas terapéuticas de los nueve farmacos biol6gicos

autorizados para el tratamiento de la AR en Espaiia en 2014 (3).

En la tabla 4 se muestran las nueve alternativas terapéuticas

comercializadas en Espafia en 2014 con sus caracteristicas basicas:
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Tabla 4. Principales caracteristicas de los farmacos autorizados para

el tratamiento de la AR en Espafa en 2014.

) INDICACIONES
PRINCIPIO POSOLOGIA VIA DE 5 APROBAQAS DIANA
ACTIVO ADMINISTRACION EN ESPANA TERAPEUTICA
(2014)
Artritis Reumatoide L -
500-1000mg Avrtritis idiopatica Lég"g’g esgg:égczg
Abatacept Semana 1-2-4 y v juvenil (en c)éllulas
c/4 semanas combinacidon con resentadoras
metotrexato) P ’
Espondilitis
anquilosante
Psoriasis
Enfermedad de - -
Adalimumab 40m%ica/57-15 e Crohn UnlonTe:lp'JEmflca al
Colitis ulcerosa o
Artritis reumatoide
(en combinacion
con metotrexato)
Artritis Reumatoide Union al IL-1R.
Anakinra 100mg c/24 e ) (en_ ) Inh_|l_)|C|on
horas combinacion con competitiva de IL-
metotrexato) 1loelL-1p.
Artritis Reumatoide
Certolizumab 400 mg c/ 2 sC ) (en_ ) Unidn especifica al
semanas combinacién con TNF-a.
metotrexato)
Artritis idiopatica
juvenil
Artritis psoriasica
Espondilitis
Etanercept 50mg ¢/7 dias sC anquilosante Unidn especifica al

Psoriasis en placas
Artritis reumatoide
(en
combinacién con
metotrexato)

TNF-o.
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PRINCIPIO
ACTIVO

POSOLOGIA

VIA DE
ADMINISTRACION

INDICACIONES
APROBADAS
EN ESPANA
(2014)

DIANA
TERAPEUTICA

Golimumab

50mg c/4
semanas

SC

Espondilitis
anquilosante
Artritis psoriasica
Artritis reumatoide
(en
combinacién con
metotrexato)

Union especifica al
TNF-a.

Infliximab

3 mg/kg
semanas 1-2 y 6
y ¢/8 semanas

Enfermedad de
Crohn
Colitis ulcerosa
Espondilitis
anquilosante
Artritis psoriasica
Psoriasis
Aurtritis reumatoide
(en
combinacién con
metotrexato)

Unidn especifica al
TNF-a.

Rituximab

1000mg
semanasly?2y
c/24 semanas

Linfoma no
Hodking
Leucemia Linfatica
Crénica
Artritis Reumatoide
(en
combinacién con
metotrexato)

Union especifica a
CD20 de linfocitos
B.

Tocilizumab

8mg/kg c/8
semanas

Artritis Reumatoide
y artritis idiopatica
juvenil sistémica (en
combinacién con
metotrexato)

Union especifica a
los IL-6Rs e IL-
6Rm. Inhibicion

competitiva de IL-

6.

Nota: 1V: via de administracién Intravenosa; SC: via de administracion

subcutanea.
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1.10 Farmacogenética de la AR:

Como ya se ha comentado el componente genético tiene un
papel fundamental en el desarrollo de la AR y también contribuye al
desarrollo de resistencia a las terapias. Las alteraciones genéticas que
influyen en la respuesta a los farmacos incluyen polimorfismos en
genes que codifican enzimas metabolizadoras, transportadores
transmembrana y dianas terapéuticas. El conocimiento de estos
cambios genéticos permite optimizar el tratamiento mediante la
individualizacion del mismo (77). El elevado coste del tratamiento
biolégico y el hecho de que actualmente hay un 20-40% de pacientes
con AR que no responden a este tipo de terapia ha motivado la
busqueda de predictores de respuesta y toxicidad con el fin de reducir
costes y efectos adversos innecesarios (88).

Actualmente no existen pruebas genéticas validadas que
ayuden al clinico a dirigir el tratamiento en la AR aunque se han
identificado algunos poimorfismos que afectan a proteinas implicadas

en el mecanismo de accidn de algunos farmacos:

103



1.10.1 Farmacogenética de los FAMES sintéticos:

-Metotrexato:

Las variantes genéticas identificadas hasta el momento que
condicionan la efectividad/ toxicidad de metotrexato van a modificar
proteinas relacionadas con su propio mecanismo de accién como son
las implicadas en sintesis de folatos, transportadores del farmaco y la
sintesis de nucleétidos (Tabla 5). ElI cambio de una citosina por una
timina en la posicion 677 del gen que codifica la enzima metilen-
tetrahidrofolato reductasa (MTXFR 677C>T) es la que con mas
firmeza se ha relacionado con aumentos de toxicidad siendo

reproducible en méas de un estudio.

Tabla 5. Variantes genéticas identificadas relacionadas con la

eficacia/toxicidad de metotrexato en el tratamiento de la AR.

EFECTOS c
GEN PPR EPDEULCTO Y VARIANTE | CELULARESDE LA EF%CBE%SR\(/:}&BNOI(S:OS
VARIANTE

Sintesis de folatos.

iy Aumentan los niveles
(transportador de Asociado con un incremento

folato y MTX al ez mtracelu_lares Te LA de eficacia en un estudio (89).
Lo ) poliglutamato.
interior de la célula)

MTHFR (sintesis de mﬁjgﬁeligfnfgéé?ﬁ Asociado a aumento de
5-metil 677C>T ) toxicidad en 4 estudios (90-

tetrahidrofolato) TEdUCGe|r?;i2:Z€|eS ele 93).
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Variantes en proteinas transportadoras.

ABCB1, MDR1, . .
) ., Asociado en un estudio con

bomba de expulsion Aumenta la expulsion L S
. 1420C>T una reduccion de la eficacia

de farmaco de metotrexato. (93)
EFECTOS -
= PE AOPDEULCTO v VARIANTE | CELULARESDE LA EFEO%EEES}&IIDNOI?OS
VARIANTE

Variantes en la sintesis

de nucleétidos.

TYMS conversion de

dUMP a dTMP en la Elemento . Asociado en 2 estudios con
P S . Aumento de actividad i e
sintesis de pirimdinas repetido TYMS una reduccion de la eficacia
(inhibida por 5UTR ' (89, 94).
MTXPGs)
EFECTOS .
GEN PE EPI?EULCTO Y VARIANTE | CELULARES DE LA EFEOCBE%SR\C/:IA_\IIDNSSOS
VARIANTE

Variantes en la sintesis

de nucleétidos.

ATIC, PURH
formilacion de AICAR

Altera la actividad

Asociado en 2 estudios con
un aumento en la eficacia (89,

durante la sintesis de 347C>G enzimatica y aumenta 95) y con aumento en la
purinas (inhibida por los niveles de AICAR to):(icidad (93, 95)
MTXPGs) i
- Leflunomida:

Actla bloqueando

deshidrogenasa (DHODH)

la actividad de

imprescindible para

la dihidrooroato

la sintesis de

pirimidinas tal y como se ha comentado. La secuencia genética que

codifica esta enzima estd muy conservada y s6lo se conoce un

polimorfismo que implica pérdida de sentido en el primer exdn
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(19C>A) lo que modifica la composicion de la enzima (paso de lisina
a glutamina en el extremo N-terminal) (77, 96). Este polimorfismo se
ha relacionado con un aumento de la eficacia en aquellos pacientes
portadores de la variante DHODH 19C aunque también con el
aumento de la toxicidad asociada al farmaco (77). Por otro lado para la
produccion del farmaco activo (se trata de un profarmaco) es necesaria
la actividad del citocromo CYP1A2 y el genotipo CYP1A2*1F CC se
ha relacionado con un incremento de casi 10 veces el riesgo de sufrir

toxicidad cuando se compara con la variedad CYP1A2*1F A (96).

- Sulfasalazina:

Como ya se ha explicado la molécula de sulfasalazina es
biotransformada en el intestino generandose acido 5-aminosalicilico y
sulfapiridina. La sulfapiridina absorbida es metabolizada en higado.
En primer lugar es acetilada por accion de la arilamina N-
acetiltransferasa 2 (NAT-2) cuyo gen es polimorfico. El 40-70% de
los individuos son homocigotos o heterocigotos compuestos para el
polimorfismo NAT2 que condiciona la capacidad “acetiladora” de los
individuos haciéndolos acetiladores rapidos o lentos. Los acetiladores

lentos pueden experimentar mayor grado de toxicidad provocado por
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la sulfasalazina. Sin embargo el bajo nimero de pacientes estudiados

no permite establecer una relacion causa-efecto consistente (77, 96).

-Hidroxicloroquina:

Tras la administracién oral se absorbe rapidamente y se
metaboliza en el higado a través del citocromo P450 (CYP-450) a su
metabolito activo que difunde a endosomas y lisosomas donde actua
aumentando el pH e inhibiendo la presentacion de antigenos.
Actualmente no se han demostrado polimorfismos en el complejo
CYP-450 que influyan en la toxicidad o eficacia de la
hidroxicloroquina. Se han estudiado polimorfismos en los genes que
codifican las interleukinas como TNF-o e IL-10 con el objetivo de
predecir la respuesta a los antipaltdicos en el tratamiento del lupus
eritematoso sistémico, sin embargo no existen datos suficientes que
permitan guiar el uso de estos farmacos en el tratamiento del lupus o

de la AR.

1.10.2 Farmacogenética de los FAMES bioldgicos:

Los estudios llevados a cabo ain no han permitido validar
variantes genéticas que puedan emplearse como marcadores de
respuesta a la terapia biologica al igual que ocurria con los FAMES

sintéticos. A continuacion se detallan las variantes genéticas que por
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el momento se han propuesto como posibles condicionantes de la

actividad/toxicidad de los farmacos biolégicos.

-Farmacogenética de los antagonistas del TNF-a.

Se han identificado mdltiples polimorfismos en el locus que
codifica el TNF-a, incluyendo polimorfismos de un solo nucledtido
(SNPs) en las posiciones -308 y -238 de la regién promotora y un
SNP en la posicion +489 (97). Algunos estudios sugieren que los
polimorfismos en la region promotora podrian influenciar los niveles
circulantes de TNF-o. mientras que otros estudios no han podido
establecer esta relacion (98, 99). Un meta-analisis reciente en el que se
estudié el polimorfismo -308 G/A mostr6 que existe una mejor
respuesta a este grupo de farmacos en los pacientes portadores del
alelo G (OR=1.87, 95% IC 1.26-2.79) (100). Aunque no afecta a la
transcripcion del TNF-o, el SNP en la posicion +489 parece ser un
marcador de agresividad de la enfermedad, asi la variante 489AA
parece ser un factor protector de enfermedad severa (77).

Entre los receptores del TNF-o (TNF-R) también se han
identificado ciertos cambios genéticos que condicionan la actividad de

esta citoquina. Concretamente un SNP situado en el ex6n 6 de la
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region que codifica el TNF-R1 (TNFRSF1A) condiciona la cantidad
circulante de TNF-a e incrementa la produccion de IL-6 (101).

Por otro lado los farmacos anti-TNF que tienen estructura de
anticuerpo (adalimumab, golimumab e infliximab) poseen una
fraccion constante (Fcy) que se fija al receptor FcyR y de esta
interaccion depende la citotoxicidad celular mediada por anticuerpo
artificial que con frecuencia se ve condicionada por el elevado
polimorfismo del gen que codifica este receptor. Un SNP en FCGR3A
codifica la variante Valinal 58Fenilalanina del FcyR3A que influencia
la fijacion de la Fc de la IgG1 y por tanto la citotoxicidad mediada por
anticuerpo artificial y la apoptosis: la variante valinal58 tiene mayor
afinidad por la Fc IgG1l y promueve la citotoxicidad mediada por
anticuerpo artificial (102). Algunos estudios sugieren que ademas de
determinar la toxicidad al tratamiento este polimorfismo podria
determinar la susceptibilidad y severidad de la enfermedad aunque los
datos son controvertidos (103-105). Sin embargo el hecho de que el
polimorfismo FCGR3A determina la actividad anti-TNF-a ha sido
demostrado en varios estudios desarrollados en pacientes con
Enfermedad de Crohn donde se vio que los pacientes homocigotos
para el genotipo que codifica valina en la posicion 158 tenian mejor

respuesta anti-inflamatoria (106).
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En un estudio llevado a cabo en pacientes con AR,
espondilitis anquilosante y artritis psoriasica se observd que el
polimorfismo del gen promotor del TNF-a -308G estaba relacionado
con la respuesta a etanercept, infliximab y adalimumab (107) siendo
ademas predictor de respuesta a adalimumab en otro estudio
desarrollado en pacientes con AR (108). Sin embargo un meta-andlisis
posterior sobre los SNPs en la region promotora del TNF-a y su
influencia en la respuesta a farmacos anti-TNF no pudo establecer esta
relacion y sélo identificé una asociacion marginal entre la respuesta a
infliximab y el SNP de la region promotora en la posicion -238 (109).

De forma similar el genotipo TT del polimorfismo
TNFRSF1B 196 T>G se mostr6 como predictivo de la respuesta a
etanercept e infliximab en un estudio desarrollado en pacientes de AR
(110) mientras que en un estudio de cohortes posterior esta relacion no
pudo establecerse (111).

Por otro lado, més recientemente se ha desarrollado un estudio
de asociacién de genoma completo en el que se ha identificado un
polimorfismo de un Unico nucle6tido en la posicion 1q del cromosoma
23 que se relaciona con la respuesta a etanercept medida como la
variacion en el nivel del DAS28. Este polimorfismo implica una

mayor expresion del gen que codifica la proteina CD84 en células
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mononucleares de sangre periférica y se ha relacionado con una mejor
respuesta a etanercept aunque no a infliximab ni a adalimumab. Los
autores del estudio concluyen que la expresion de esta molécula
podria ser un marcador Util de respuesta al tratamiento con etanercept

en pacientes con AR (112).
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2. Hipdtesis y Objetivos:
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2.1 Hipotesis.

La hipotesis de este trabajo de tesis doctoral se basa en los

siguientes antecedentes:

1)

2)

3)

4)

5)

La AR es una enfermedad autoinmune, inflamatoria,
poligénica y multifenotipica, donde intervienen mdaltiples
células y proteinas proinflamatorias que presentan una
activacion alterada.

El diagndstico temprano que permita un inicio precoz del
tratamiento de la enfermedad es clave en la evolucion de la
patologia, ya que el remodelado del tejido 6seo y de las
articulaciones suele ser irreversible.

Existe una amplia variabilidad interindividual e
intraindividual en la respuesta farmacolégica de la AR asi
como de la toxicidad asociada al tratamiento.

Multiples estudios han mostrado una relacién entre la carga
genética y la susceptibilidad de padecer la enfermedad, asi
como la respuesta/ toxicidad asociadas al tratamiento de la
AR.

Los neutrofilos constituyen las células mas abundantes en el

liquido sinovial de las articulaciones inflamadas de pacientes
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con AR y presentan en estos pacientes unas caracteristicas

fenotipicas distintas a los aislados a partir de individuos sanos.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, la hipétesis del presente
trabajo de tesis doctoral es la siguiente:

Los pacientes con artritis reumatoide presentan alteraciones de la
distribucion de polimorfismos genéticos de genes involucrados en
procesos inflamatorios, autoinmunes y de remodelado del tejido
osteoarticular. Asi mismo, los neutréfilos, como célula inflamatoria
de la inmunidad innata, pueden estar activados y participar en el
desarrollo de la enfermedad. Por otra parte, la respuesta y toxicidad al
tratamiento puede verse condicionada por la dotacion genética de cada
individuo y el conocimiento de la misma podria ayudar a dirigir la

terapia, tanto en la indicacion como en la dosificacion.

2.2 Objetivos.

El objetivo del estudio es la busqueda de marcadores
genéticos que permitan realizar un diagnéstico temprano de la AR, asi
como conocer la respuesta / toxicidad al tratamiento con metotrexato y

con farmacos anti-TNF. Asi mismo, se analizard el estado de
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activacion de los neutrofilos en pacientes con AR y su influencia
sobre la respuesta y/o toxicidad al tratamiento.

Para alcanzar dichos objetivo se han establecido los siguientes

subestudios:

1) Estudio casos-controles comparando el genotipo de sujetos
sanos con el de pacientes buscando polimorfismos de un Unico
nucleétido (SNPs) de los genes MTHFR, SLCO1B1, TNF-q,
TNFRSF1p, IL-10, IL-4, FCGR3A, FCGR2A, STAT4, PTPN22,
IL-6 y su receptor soluble (IL-6 Rsol) y PDZD2 para determinar
si alguno de los alelos se encuentra asociado significativamente a
la posibilidad de presentar la enfermedad en nuestra poblacion.

2) Estudio de casos control de expresion en neutrofilos
procedentes de sangre periférica de los genes FCGR3A,
FCGR3B, STAT4, JAK2, TNF-a, TGFpI, IL-10 y MMP-9,
relacionados con el grado de activacion de los mismos y su
posible asociacion con la enfermedad en nuestra poblacion.

3) Estudio de asociacion entre los polimorfismos de los genes
antes descritos y el grado de activacion de neutrofilos con las

variables clinicas propias de la enfermedad.
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4) Estudio de asociacion entre los polimorfismos estudiados y el
grado de expresion en neutréfilos con la respuesta/ toxicidad a los

tratamientos de estudio.
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3. Material y Métodos:
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3.1 Material.
3.1.1 Pacientes y sujetos sanos.

Los sujetos empleados como controles fueron reclutados por la
Fundacion de Investigacion del Hospital General Universitario de
Valencia desde la Unidad de Investigacion Clinica previa aceptacion y
firma del consentimiento informado una vez leida la hoja de
informacién al paciente de este estudio (Anexos |y Il). Los pacientes
con AR fueron reclutados en el Servicio de Reumatologia del
CHGUV. Todos ellos fueron informados por escrito y verbalmente y
firmaron el consentimiento informado (Anexos | y II). Este proyecto
ha sido aprobado por el Comité Etico de Investigaciones Clinicas del
Consorcio Hospital General Universitario de Valencia (Anexo Ill). El
tamafio muestral no se calculé debido a la gran variabilidad de las
frecuencias en la poblacion general de los polimorfismos estudiados.
En su lugar se reclutaron todos los pacientes tratados por el
participante en el estudio en tratamiento con FAMES y anti-TNF
durante el periodo de 4 afios (diciembre de 2010 - enero de 2014). El
namero de pacientes reclutado fue de 96 pacientes y 84 individuos
sanos para los subestudios de genotipado y de 62 pacientes y 44

individuos sanos para los subestudios de expresion en neutrdfilos.
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Ninguna de las estrategias terapéuticas fue modificada en base
a los resultados del estudio ya que se trata de un estudio
observacional. Ademéas todas las muestras procesadas fueron
anonimizadas. En el apartado de “Disefio del estudio” se describe

detalladamente todos los pasos seguidos.

3.1.2 Muestras biologicas.

Para llevar a cabo los distintos sub-estudios fue necesaria la
extraccion de sangre periférica para lo cual se empled la técnica
rutinaria de extraccion en analiticas de control obteniéndose 9 ml de
sangre venosa por paciente e individuo sano que se almacenaron hasta
su procesamiento en tubos con citrato sodico, anticoagulante
reversible que se emplea habitualmente en la préactica clinica. Un
mililitro de cada muestra fue procesado para llevar a cabo el estudio
genético mediante una prueba de discriminacion alélica como se
detalla méas adelante y los 8 restantes se emplearon en el estudio de

expresion en neutrdéfilos.

3.1.3 Reactivos y Kits utilizados.

Los reactivos y kits utilizados para la extraccion de ADN y

para la amplificacion del mismo y la transcripcion de RNA se detallan
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en la tabla 6. Los Kits y reactivos necesarios para llevar a cabo las

demas técnicas instrumentales se detallan en cada uno de los apartados

de este estudio.

Tabla 6. Kits y reactivos empleados en la extraccion y amplificacion
de ADN y en la transcripcion de RNA a ADN.

KIT UTILIZADO FUNCION CASA COMERCIAL Y
REFERENCIA
ADN QiA amp ADN- | Extraccion de ADN en | QiAgen QIAmp  Ref.
Blood Mini-Kit (250) sangre venosa 51106

Tampon de lisis para la

purificacion de &cidos
nucléicos (Nucleic Acid
Purification Lysis
Solution)

Extraccion de ADN vy
ARN en sangre venosa

Applied Biosystems Ref.
4305895

TagMan GTX Expression
Master Mix

Amplificacion de ADN y
ADNCc por PCR real time

Applied Biosystems Ref.
4369016

TagMan reverse
transcription reagents

Transcripcion de RNA a
ADNCc

Applied Biosystems Ref.
4306974

3.2 Disefo.

3.2.1 Disefio de los subestudios.

El presente trabajo de tesis consta de tres subestudios:

3.2.1.A) Subestudio casos-controles:

Estudio casos-controles en el que se incluyeron sujetos sanos

en el grupo control y sujetos diagnosticados de AR en tratamiento
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actual con FAMES sintéticos o bioldgicos en el grupo de casos. Se
recogieron variables demograficas, clinicas y de respuesta/toxicidad al
tratamiento de todos los pacientes.

Los criterios de inclusion y de exclusion de los sujetos sanos y
de los pacientes con AR se detallan en las tablas 7 y 8

respectivamente:

Tabla 7. Criterios de inclusion y exclusion para sujetos sanos.

CRITERIOS DE INCLUSION CRITERIOS DE EXCLUSION EN
EN EL GRUPO CONTROL EL GRUPO CONTROL

Sujeto sano. Presencia de proceso inflamatorio
crénico o agudo durante el
reclutamiento.

Mayor de 18 afios. Rechazo del consentimiento
informado.
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Tabla 8. Criterios de inclusion y exclusién para pacientes con AR.

CRITERIOS DE INCLUSION CRITERIOS DE EXCLUSION EN
EN EL GRUPO DE AR EL GRUPO DE AR

Diagndstico de AR. Presencia de otras enfermedades
inflamatorias concomitantes.

Mayor de 18 afios. Rechazo del consentimiento
informado.

Tratamiento activo con FAMES un
minimo de 2 afios.

Los sujetos sanos del grupo control fueron reclutados en la
Unidad de Investigacion Clinica del Consorcio Hospital General
Universitario de Valencia en el area 9 del departamento de salud de
Valencia.

Los pacientes del grupo de AR fueron diagnosticados en el
Servicio de reumatologia del Consorcio Hospital General
Universitario de Valencia y reclutados para el estudio durante el
periodo 2010-2014.

A cada uno de los sujetos sanos y de los pacientes se le realiz
una extraccion de sangre venosa periférica para aislar neutrofilos para
el estudio de expresion de marcadores de activacion en casos Vs.
controles, y para obtener leucocitos para aislar ADN para realizar el

estudio de genotipado casos vs. controles. De esta manera se compard
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la distribucién de los polimorfismos genéticos (descritos mas
adelante) entre casos y controles, asi como la expresion de diferentes

genes en neutrdfilos de sujetos sanos vs. pacientes con AR.

3.2.1.B) Subestudio de asociacion genética y expresion en

neutréfilos con variables clinicas:

El segundo subestudio se realiz6 en pacientes diagnosticados
de AR. Se trata de un estudio observacional de corte transversal en el
gue se reclutaron pacientes diagnosticados de AR en tratamiento
activo con FAMES sintéticos o biol6gicos durante al menos 2 afos.
Los pacientes reclutados fueron los mismos que los reclutados en el
grupo de AR del primer subestudio. Se recogieron las variables
demograficas, clinicas y de evolucion de la enfermedad. Los criterios
de inclusion y exclusion fueron los mismos que los definidos en el
apartado anterior para el grupo de AR. A cada uno de los pacientes se
le extrajo sangre venosa periférica para la obtencion de ADN vy el
aislamiento de neutrofilos. Se estudié la posible asociacién tanto del
perfil genético como de la expresion de genes en neutréfilos con las

diferentes variables clinicas y demogréaficas.
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3.2.1.C) Subestudio de asociacion genética y de expresion en

neutrofilos con la respuesta y toxicidad al tratamiento:

El tercer subestudio se realizd6 también en pacientes
diagnosticados de AR. Se trata de un estudio retrospectivo de corte
transversal en el que se pretende ver la posible correlacion entre los
polimorfismos genéticos de los pacientes y la respuesta y/o toxicidad
al tratamiento, asi como la posible correlacion entre la expresion en
neutrdfilos con la respuesta y/o toxicidad al tratamiento. La poblacion
de estudio fue la misma que el grupo de casos de los subestudios 1y
2.

Todos los sujetos sanos y pacientes participantes en el estudio
fueron informados y proporcionaron su consentimiento por escrito. El
estudio fue aprobado por el Comité Etico de Investigaciones Clinicas
del Consorcio Hospital General Universitario de Valencia.

El proyecto se realizd bajo las directrices recogidas en la
declaracién de Helsinki, convenio de consejo de Europa relativo a los
derechos humanos y biomedicina, la declaracion Universal de la
UNESCO sobre el genoma humano y los derechos humanos y los
requisitos establecidos en la legislacion Espafiola en el &mbito de la

investigacion biomédica, la proteccion de datos de caracter personal y
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la bioética. A su vez el estudio respeta la legislacion general y
autonémica sobre proteccion de datos personales LEY ORGANICA
15/1999, asi como los referentes a los derechos y obligaciones en

materia de informacion y documentacion sanitaria.

3.2.2 Variables demograficas y clinicas.

La muestra estudiada pertenece al area de adscripcion del
Consorcio Hospital General Universitario de Valencia. Se recogieron
datos demogréaficos como la edad, el sexo y el habito tabaquico. El
consumo de tabaco se calcul6 mediante la férmula paquetes-afio
(PAQ/ANO) en la cual un paquete-afio es igual a un afio fumando 20
cigarrillos al dia.

Por otro lado se obtuvieron datos relacionados con la
enfermedad: fecha de inicio de la misma definida como la fecha en
que se realizé el diagnostico por primera vez asi como la aparicion de
alteraciones clinicas propias de la patologia. Se registrd la presencia
de variables clinicas propias de la enfermedad:

1. Nodulos reumatoideos: Se trata de esferas de 1 a 5

centimetros de didmetro formadas principalmente por
colageno y fibrina que se localizan mas frecuentemente en

zonas de flexion y roce como los codos.
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Vasculitis: Inflamacién de los vasos sanguineos que puede
generar necrosis tisular en los casos mas graves.
Manifestaciones cardiovasculares: Pericarditis,
miocarditis, valvulitis, arterosclerosis.

Alteraciones oculares: Queratitis, escleritis y epiescleritis,
retinopatia y el sindrome de Sjogren.

Alteraciones pulmonares: Enfermedad pleural, fibrosis
intersticial, enfermedad nodular pulmonar, la bronquiolitis
y la arteritis con hipertension pulmonar.

Alteraciones renales: Glomerulonefritis o amiloidosis.
Pinzamiento articular: Presion de un nervio u 6rgano por
la reduccién del espacio existente en una articulacion y
que puede observarse mediante estudio radiolégico.

Anti cuerpos anti citrulina: Se registré la existencia de
estos anticuerpos en plasma si se encontraron por encima
del limite de deteccién de la técnica empleada en el
Consorcio Hospital General Universitario de Valencia
(ELISA) para su determinacion en al menos una ocasion.
Factor reumatoide: Si en al menos una ocasion el valor se

situé por encima de 60 u/mL empleando la técnica de
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analisis habitual usada en el servicio de Anélisis clinicos

del Consorcio Hospital General Universitario de Valencia.

Por otro lado el equipo de reumatologia participante en el

estudio evalud la actividad de la enfermedad empleando el DAS28

gue es indice mas comunmente utilizado y se obtiene mediante una

férmula compleja que valora la evaluacion del dolor e inflamacion en

28 articulaciones, la velocidad de sedimentacion globular (VSG) vy la

evaluacion del estado general percibido por el paciente medido a
través de una escala visual analogica (EVA)(4):

DAS28 (4)= 0,56 \NAD28 + 0,28 YNAT28+ 0,70 In (VSG) +
0,014 (EVA)

El DAS28 se puntla de 0 a 11, donde 0 significa ausencia de
actividad y 11 méaxima actividad y permite evaluar y comparar

tratamientos. (Tabla 9):

Tabla 9. Clasificacion de la actividad inflamatoria segin el DAS28
extraida de la Guia de Practica Clinica para el Manejo de la Artritis

Reumatoide en Espafia, 2007.

Remision <2,6
Actividad baja 2,6 < DAS28 <3.2
Actividad moderada 3,2<DAS28<5,1

Actividad alta >5,1
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3.2.3 Variables de respuesta al tratamiento.

En la actualidad los criterios mas aceptados para evaluar la
respuesta al tratamiento en la AR son los criterios de la European
League Aganist Rheumatism (EULAR) y los criterios de American

College of Rheumatology (ACR).

Los criterios de respuesta EULAR estan basados en el célculo
de un indice de mejoria de la enfermedad. Este indice compuesto tiene
la ventaja de ser reproducible en la practica clinica habitual y se
obtiene de medir la diferencia entre el valor del DAS28 al inicio y en
el momento de la evaluacion del tratamiento, y el valor absoluto de la
puntuacion final del DAS28. Segun los criterios EULAR la respuesta
al tratamiento puede ser clasificada como buena, moderada o no
respuesta al tratamiento. Esta evaluacion suele realizarse a los 3 meses
del inicio del tratamiento y posteriormente se lleva a cabo un control
cada 3 meses en caso de buen control de la patologia o cada mes si el
tratamiento vigente fracasa. La practica clinica no se modifico durante
el estudio.

Segun criterios EULAR (113) se estableceran los diferentes

tipos de respuesta como (ver resumen en tabla 10):
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I.  Buen respondedor: DAS28 a los 3 0 6 meses <3.2 y
ADAS28>1,2.
Il.  No respondedor: ADAS28 a los 3 0 6 meses <0,6 y/ 0
DAS?28 al final del tratamiento de >5,1.
I1l.  Respondedor moderado: ADAS28 a los 3 o 6 meses
entre 1,2 y 0,7. DAS28 final del tratamiento de entre

3,2y5,1.

Tabla 10. Evaluacién de la respuesta al tratamiento segun criterios
EULAR (DAS28).

DAS28 Reducién DAS 28 desde el valor basal al

final tercer mes de inicio de tratamiento
Actividad segun DAS 28 | tratamiento
(valor >1,2 >0,6 y <1,2
absoluto)
Remisién <2.6
Buena
Actividad leve <3,2 Respuesta

Actividad moderada >32y<5,1 Respuesta Moderada

Actividad severa >51

3.2.3 Variables de toxicidad al tratamiento.
En cuanto a las reacciones adversas se tipificaron como tal las

siguientes en cuanto al tratamiento con Metotrexato:
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Toxicidad hepética definida como el incremento de tres veces
los wvalores normales de las enzimas hepaticas: Aspartato
aminotransferasa (AST) y Alanino aminotransferasa (ALT), en
ausencia de una elevacion previa de las enzimas, marcadores positivos
de hepatitis viral o consumo de alcohol de forma cronica y/o aguda,
alteraciones gastrointestinales (diarreas, mucositis), dermatolégicas
(rash), reacciones pulmonares (fibrosis) y hematoldgicas (neutropenia,
trombocitopenia).

En el caso de los farmacos anti TNF se tipificaron como
posibles reacciones adversas a los farmacos las siguientes:

Infecciones del tracto respiratorio alto, infecciones y dolor en
el sitio de inyeccién, alteraciones hematoldgicas (neutropenia,
leucopenia,  trombocitopenia, anemia  aplasica), reacciones

dermatolégicas (rash) y dolor de cabeza.

3.2.4 Obtencion de sangre periférica para el aislamiento de ADN

y de neutrofilos.

Para la obtencion de ADN y neutréfilos se extrajeron 9 ml de
sangre por cada paciente reclutado diagnosticado de AR en el servicio
de reumatologia del Consorcio Hospital General Universitario de

Valencia y se repartieron en tubos plasticos VacutainerTM de 3 ml.
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Estos tubos contienen citrato, un anticoagulante reversible que en la
clinica se usan para ensayos de coagulacion.

Las muestras de sangre para la extraccion de ADN de los
pacientes se tomaron indistintamente antes, durante o después de
haber terminado con alguno de los tratamientos de estudio, siempre y
cuando hubieran superado el umbral de dos afios en tratamiento y en
seguimiento por el servicio de reumatologia. Las muestras de sangre
periférica para la extraccion de ARN de neutrofilos periféricos se
tomaron en el mismo momento.

Se trata de un estudio observacional y por tanto ni el
tratamiento de los pacientes incluidos ni las pautas de actuacion
habituales llevadas a cabo por el servicio de reumatologia se alteraron

de ninguna forma.

3.2.5 Extraccion de ADN gendmico y genotipado.

El primer paso consistio en traspasar 1 ml de sangre de las
muestras de un Vacutainer con citrato sddico a otro con &cido
etilendiaminotetraacético (EDTA) como anticoagulante, ideal para la
conservacion de la sangre completa. De esta forma se pudo mantener a

-20°C hasta que se procedi6 a la extraccion del ADN.
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- Extraccién

Partiendo de 1 ml de sangre almacenado, tanto en controles
como en pacientes, el ADN se extrajo utilizando el kit comercial
QlAamp ADN Blood Mini Kit (Qiagen®, Madrid), mediante la
tecnologia QIAcube. Esta metodologia consiste en una extraccion-
purificacion automatizada en la que el ADN queda retenido en una
membrana de silice, mientras el resto de componentes son filtrados
usando la fuerza centrifuga (Figura 24). Se realiz6 un paso previo
manual de lisado de la sangre con proteinasa K y buffer de lisis (que
contiene EDTA, NH4Cl y NaCO3), mezclando e incubando a 56°C. El
buffer que el equipo afiadi6 en el primer lavado contiene hidrocloruro
de guanidina y desnaturaliza las proteinas de la muestra. El segundo
lavado se realizé con etanol al 70% para eliminar las sales y dejar el
ADN totalmente purificado. Finalmente, el buffer de elucién consiste
en EDTA con tampdn Tris clorado, a pH 9. El proceso se detalla paso

a paso junto con una imagen ilustrativa en la figura 24:
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Tabla 11. Proceso de extraccion de ADN.

1.- En un tubo eppendorf colocar 20 ul de proteinasa K.

2.- Afadir 200 ul de la muestra.

3.- Afiadir 200 ul del buffer de lisis AL (Qiagen).

4.- Digerir 10 min a 56 °C.

5.- Afadir 200 ul de etanol absoluto y vortesear.

6.- Pasar el contenido a una columna sin tocar el borde.

7.- Centrifugar 1 min a 8000 rpm.

8.- Eliminar el eluido y pasar la columna a otro tubo
limpio.

9.- Anadir 500 ul del buffer AW1, y centrifugar 1 min a
8000 rpm.

10.- Eliminar el eluido.

11.- Afadir 500 ul del buffer AW2, y centrifugar 3 min
a 14000 rpm.

12.- Eliminar el eluido

13.- Pasar la columna a un tubo eppendorf limpio y
afiadir 200 ul de buffer AE.

14.- Dejar reposar unos 5 min y centrifugar 1 min a
8000 rpm.




Figura 24. Purificacion en QIlAcube. EI ADN queda retenido en una
membrana de silice y el resto de los componentes es eliminado por
centrifugacion y lavado.

- Cuantificacion

A continuacion se cuantifico la concentracion de ADN de la
muestra por absorbancia a 260/280nm mediante un espectrofotometro

NanoDrop ND-2000 (Thermo®) (Figura 25). Las bases nitrogenadas
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absorben a 260 nm, mientras que las cadenas laterales de los
aminoacidos hacen que las proteinas absorban a 280 nm. La relacién
de absorbancias (A260/280) debe ser de entre 1,8 y 2 para considerar

que el ADN se encuentra purificado en la muestra.

Figura 25. Espectrofotometro NanoDrop ND-2000 para la

cuantificacion de acidos nucléicos.

- Genotipado: Discriminacion alélica.

El genotipado de la muestra se realiz6 mediante el método de
discriminacion alélica con 10 ng de ADN por reaccién. Esta técnica

permite identificar polimorfismos de un unico nucle6tido (SNPs)
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empleando sondas TagMan marcadas con los fluoréforos FAM (6-
carboxifluoresceina) o VIC (cuya estructura no ha sido publicada) en
el extremo 5 correspondientes a los alelos de estudio. Méas adelante
en la tabla 14 se muestran las correspondencias alelo-fluoréforo.

En esta técnica se aprovecha la afinidad de las sondas
marcadas por la muestra de ADN y se realiza una amplificacion por
PCR a tiempo real. Cuando la polimerasa llega a la zona donde se ha
producido la unidn de la sonda de interés con nuestro SNP se produce
la escision del fluoréforo en cuestion y es en ese momento cuando
empieza a emitir fluorescencia. De esta manera se conoce qué
polimorfismos estan presentes en el gen de estudio segun la longitud
de onda a la que se produzca la emision tal como se muestra en el

esquema de la figura 26.
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Figura 26. Esquema del proceso de genotipado por discriminacion
alélica. Segun la sonda con el polimorfismo de estudio que se fije a la
hebra de ADN molde empleada en la amplificacion se producira la

emisién a una u otra longitud de onda.

Como polimerasa se utiliz6 TagMan Genotyping Master Mix
(Applied byosistems). En el proceso en primer lugar se prepard el mix
de reaccion para la PCR. Las reacciones de genotipado se llevaron a
cabo en una placa de 384 pocillos, donde se transfirieron 2,75 ul de
mix de reaccion por pocillo.

Los mix de reaccién en cada pocillo se componian de la

siguiente mezcla (tabla 12):
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Tabla 12. Composicién del mix de reaccion para PCR.

COMPONENTE VOLUMEN (ul/reaccién)
TagMan Genotyping Master Mix 2,5
SNP Genotyping Assay Mix (20X) 0,25
Total 2,75

Posteriormente en cada pocillo se pipetearon 2,25 ul de la

muestra de ADN. EI volumen final por pocillo fue de 5 pl (mix de

reaccion+muestra ADN).

La reaccion de discriminacion alélica se llevd a cabo en un

analizador 7900 HT real time PCR system de Applied biosistem. Las

condiciones de temperatura y ciclos de reaccion para la amplificacion

de ADN vy discriminacidn alélica se describen en la tabla 13.

Tabla 13. Condiciones de temperatura y ciclos de reaccion para llevar

a cabo la reaccion de discriminacion alélica en el analizador 7900 HT

RT PCR system.

PASO TEMPERATURA | DURACION |CICLOS
Activacion de la ADN o . .
polimerasa (AmpliTag Gold) 95°C 10 minutos Inicial
Desnaturalizacién 92°C 15 segundos 40
Emparejamiento/Extension 60°C 1 minuto
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Una vez acabada la reaccion de PCR se analizaron los
resultados en el plotter del software del analizador 7900 HT. Las
longitudes de onda (1) de emisién de FAM y VIC respectivamente son
de 515 y 546nm, segun el alelo presente en la muestra unira una sonda
u otra o en caso de individuos heterocigotos ambas, produciéndose

fluorescencia a ambas longitudes de onda (Figura 27).

st Phot =1 P

ann
e

Cyele.

Figura 27. Ejemplo de genotipado por discriminacion alélica de un
heterocigoto. En las dos gréficas superiores fluorescencia/ciclos se
representa la amplificacion para el alelo marcado con FAM
(izquierda) y con VIC (derecha), y sumando abajo las dos sefiales se

aprecian dos curvas de amplificacion.
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Los polimorfismos seleccionados se recogen en la tabla 14
donde se muestran los alelos asociados y la correspondencia con los
fluoréforos. Estos polimorfismos han sido seleccionados basandonos
en la bibliografia disponible. Como ya se ha comentado el gen que
codifica para la MTHFR presenta un papel fundamental por su
importancia en la regeneracion de folato reducido en la sintesis de
metionina; individuos deficitarios en esta enzima pueden sufrir
toxicidad por acumulacion de homocisteina que puede verse agravada
0 puesta de manifiesto en presencia de MTX ya que inhibe esta
enzima. Se han descrito dos polimorfismos que estan relacionados con
un aumento de toxicidad por MTX por generar enzimas deficitarias:
MTHFR _rs1801133_C677T y MTHFR _rs1801131_A1298C (114).

En cuanto al SLCO1B1 rs11045879 C/T, éste fue
seleccionado por codificar una proteina que forma parte de una
superfamilia de transportadores de anién organico que juegan un papel
importante en el transporte de MTX al interior del hepatocito
necesario para que pueda llevarse a cabo el proceso metabdlico.
Concretamente este polimorfismo se ha asociado a un déficit en la
actividad transportadora y por tanto a un exceso de farmaco en sangre,
lo que conlleva mayor toxicidad gastrointestinal por acumulo de

farmaco (115).

143



En cuanto al TNF- a, se han seleccionado polimorfismos
localizados en el gen que codifica la propia citoguina especialmente
los polimorfismos localizados en la region promotora determinan la
cantidad de TNF-a circulante y se han asociado en varios estudios con
la susceptibilidad a la enfermedad. EI primer polimorfismo
identificado fue una transicién entre guanina y adenina en la posicion
-308 (116, 117). Otro polimorfismo importante se localiza en la
posicion -238 de la region promotora (118) y el ultimo se sitGa en la
posicion -875 y en ambos casos se han relacionado con la
susceptibilidad a sufrir AR por influir en los niveles circulantes de
TNF- o (119).

El polimorfismo incluido para la IL-10 (rs1800896 G-1082)
se ha relacionado con el riesgo de sufrir la enfermedad (120). Por otro
lado una citoquina con caracteristicas similares seria IL-4. En su caso,
se estudio el polimorfismo rs2070874 C33T, que segln otros autores
influye en la severidad de la AR (121).

En cuanto al receptor de TNF-0, TNF-R2, éste es codificado
por el gen TNFRSF1B y se sabe que el SNP rs1061622 676T>G
podria relacionarse con los niveles de TNF-a y con la severidad de la

patologia (101).
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En el caso del receptor FcyRIIIA, el SNP rs396991 C/A, este
SNP fue elegido por determinar la afinidad de union a 1gG y el grado
de activacion inducida por la misma variable (102). En el caso del
FcyRITA no se ha podido encontrar una buena relaciéon entre ninguno
de sus polimorfismos y la enfermedad, en el presente estudio se
analizo el SNP rs1801274 A/G (His167Arg) que parece aumentar la
unién a inmunocomplejos tales como los formados por FR y ACCPs
(122).

El polimorfismo rs7574865 G/T del transductor de sefial y
activador de la transcripcién nimero 4 (STAT4) se asocia con un
incremento en el DAS28 de los pacientes de AR (123). Por otro lado
el alelo T del PTPN22 rs2476601 C1858T esta fuertemente asociado a
la enfermedad (124).

En el estudio se incluyeron dos SNPs relacionados con la I1L-6
(58). El SNP en su receptor soluble, 1L-6 Rsol rs8192284 A358C se
relaciona con formas mas graves de la patologia (125). Otro SNP
estudiado (rs1800796 —572G>C) se encuentra en la region promotora
del gen de la propia interleucina y se ha relacionado con niveles
plasméticos elevados de IL-6. Para este SNP no hay estudios

validados que permitan, actualmente, asociarlo a la enfermedad.
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Finalmente, el ultimo gen seleccionado fue descubierto en el
GWAS de 2011 llevado a cabo por el grupo de Plant: PDZD. Este gen
influye en la secrecion de insulina cuando la concentracion de glucosa
es baja, relaciondndose la resistencia a insulina y la presencia de

elevados niveles de la misma con un grado severo de la enfermedad.

Tabla 14. Correspondencia alelo-fluoréforo.

MTHFR |C_ 1202883 20 MTHFR rs1801133 C677T (vic/fam:G/A)

MTHFR | C 850486_20_MTHFR_rs1801131 A1298C (vic/fam:G/T)

SLCO1B1 |C_ 31106904 10 SLCO1B1 rs11045879 C/T (vic/fam:C/T)

TNF-a |C_ 11918223 10 TNF-a rs1799724 T-857C (vic/fam:C/T)

TNF-oa |C_ 7514879 10 TNF-a_rs1800629 G-308A (vic/fam:A/G)

TNF-a |C_ 2215707 10 TNF-a rs361525 G-238A (vic/fam:A/G)

IL-10 |[C 1747360 10 IL-10 rs1800896_G-1082A (vic/fam:T/C)

IL-4 |C_ 16176215 10 IL4 rs2070874 C33T (vic/fam:C/T)

TNFSRF1b [C 8861232 20 TNFSF1b rs1061622 676T>G (vic/fam:G/T)

FCGR3A | C_ 25815666_10 FCGR3A rs396991 C559A(vic/fam:C/A)

FCGR2A |C__ 9077561 _20 FCGR2A rs1801274_G519A (vic/fam:G/A)

STAT4 |C_ 29882391 10 STAT4 rs7574865 G/T (vic/fam:G/T)

PTPN22 |C_ 16021387 20 PTPN22 rs2476601 C1858T (vic/fam:A/G)

IL-6Rsol [C 16170664 10 IL-6_rs8192284 A358C (vic/fam:C/A)

IL-6 |C 11326893 10 IL-6 rs1800796 572G>C (vic/fam:C/G)

PDZD2 [C 2938634 10 PDZD2 rs1532269 C/G (vic/fam:C/G)
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3.2.6 Extraccion neutrofilos y expresion de ARN en neutrofilos.

- Aislamiento de neutréfilos en sangre periférica.

A partir de 8 mililitros de sangre periférica se realiz6 la
extraccion de neutrofilos. Para ello se realizaron una serie de
separaciones en base al tamafio y la densidad celular. En primer lugar,
se mezcld la sangre con dextrano y por el incremento de viscosidad,
después de 45 minutos de reposo los neutréfilos se quedaron en el
sobrenadante con algunos granulocitos, pero la mayoria de estos
Gltimos  sedimentaron. El paso siguiente consisti6 en una
centrifugaciéon zonal con Ficoll, medio denso, a baja velocidad. En
este caso, los neutrofilos quedaron en el sedimento (con una viabilidad
mayor al 95% en tincion azul tripan), pero mezclados con algunos
eritrocitos por lo que se afiadieron 3 ml de buffer de lisis celular
(cantidad para 100ml: Cloruro de amonio 0,83g, bicarbonato potasico
0,19, EDTA 0.5M 0,2 ml) que los eliminé tras una incubacion en hielo

de 15 minutos y un spin a 1500 rpm.
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- Extraccion de ARN y determinacion de expresion genética por
PCR a tiempo real.

- Extraccion de ARN

Se extrajo y purificd el ARN total siguiendo el procedimiento
estandar con el sistema de extraccion ABI PrismTM 6100 Nucleic
Acid PrepStation (Applied Biosystems®) (Figura 28) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. El fundamento que emplea este equipo
para la extraccion de ARN es similar al QIAcube, pero en este caso el
equipo procede directamente en placa de 96 pocillos (Figura 29) y

como fuerza impulsora no usa la centrifugacion, si no el vacio.

Panel de Control

Eluido

Bandeja de Purificacion

Placa 96 Pocillos

Figura 28. ABI PrismTM 6100 Nucleic Acid PrepStation.
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Figura 29. Placa empleada para la extraccién de ARN con la estacion
ABI PrismTM 6100.

- Cuantificacion de ARN

Se cuantifico el ARN extraido mediante el espectrofotémetro
NanoDrop 2000C (Figura 30) (ThermoFisher Scientific, Waltham,
MA, EEUU), siguiendo las instrucciones del fabricante. Este sistema
permitié determinar la concentracion del ARN total (ng/uL) mediante
medidas de absorbancia a 260 nm (A260) y 280 nm (A280), a partir
del espectro de absorcion de las muestras. También se obtuvo el valor

de la pureza de las muestras, determinado por el ratio A260/A280.
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A)

Figura 30. Extraccién de ARN total y cuantificacion. A. Sistema ABI
Prism TM 6100 Nucleic Acid Prep Station para la extraccion de acidos
nucleicos. B. Espectrofotdbmetro NanoDrop 2000C para la

cuantificacion de acidos nucleicos.

La integridad del ARN extraido fue confirmada con el sistema
electroforético capilar 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Palo
Alto, CA, EEUU), siguiendo las instrucciones del fabricante. El ARN
extraido se almacen0 a -80°C hasta su utilizacion.

- Retrotranscripcion inversa (RT).

En la reaccion de retrotranscripcion inversa (RT), la enzima
retrotranscriptasa  inversa  sintetiza acido  desoxiribonucléico
complementario (ADNc) partir de un ARN molde.

Tomando en consideracion la cuantificacion del ARN

extraido, se transformo un total de 300 ng de ARN en ADNc
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utilizando el kit “Taq Man para la retrotranscripcion inversa”. Se
realizd este proceso en un termociclador 9800 Fast Thermal Cycler
(Applied Biosystems, Perkin-Elmer Corporation, CA, EEUU) con los
siguientes pasos: incubacion durante 10 minutos a 25°C, ciclo de 30
minutos a 42°C e inactivacion de la enzima durante 5 minutos a 95°C
(Figura 31). El ADNCc sintetizado se almacend a -20°C hasta su

utilizacion.

95°C

42°C

25°C

[ 300
10 4°C

Figura 31. Retrotranscripcion inversa. Termociclador 9800 Fast
Thermal Cycler para realizar la reaccidn de retrotranscripcién inversa
y etapas de la reaccion. En la figura se muestran temperaturas (°C) y

tiempos (minutos) de los distintos pasos de la reaccion.

- RT-PCR atiempo real.
La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) consiste en la
amplificacion selectiva de una region de ADN de interés utilizando

oligonucledtidos como cebadores de la sintesis de ADN. Los
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cebadores se unen especificamente a secuencias que flanquean la
region que se pretende amplificar. La reaccion de amplificacion se
basa en la repeticion de un ciclo integrado por tres etapas:

- Desnaturalizacion del ADN molde.

- Hibridacion de cebadores.

- Elongacion.

La repeticion de este ciclo un determinado ndmero de veces
produce un aumento exponencial en la cantidad de ADN de la region
de interés.

La variante denominada PCR a tiempo real (RT-PCR)
constituye una forma precisa de detectar y cuantificar los niveles de
ARN mensajero (ARNm) a partir de las copias de ADN obtenidas por
retrotranscripcion. Los equipos de RT-PCR permiten la deteccion
directa del producto de amplificacion durante la fase exponencial de la
reaccion empleando lectores de fluorescencia que permiten medir la
fluorescencia emitida durante la misma. Para ello se utilizaron
Ensayos de Expresion Génica TagMan®, que son mezclas pre-
formuladas de sondas y cebadores especificos para el gen de interés
marcadas con fluorocromos. Los reactivos TagMan utilizan una sonda

fluorogénica y la actividad 5’ nucleasa de la Taq polimerasa de ADN
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para detectar un producto de PCR especifico a medida que se acumula

durante la reaccion, tal y como se detalla en la siguiente figura:

A,  PouMERIZACION B. DespLAZAMIENTO DE CADENA C. PARTICION D. POUMERIZACION COMPLETADA

CEBADOR R= NOTIFGADOR &) @ . 9,
|, RECTD @ sons @9 O=APALADOR Us . - @g_ . ),

¥ L L] LY

¥ ¥ 8 ¥ ¥ s

S
CEBADGR REVERSO

Paso 1: un notificador (R)Y  paso 2: cuando ambos Paso 3: durante cada Paso 4: una vez separado

un apantallador (Q)se  marcajes estan unidos a la ciclo de extension, la del apantallador, el

unen alos extremos 5 J 3" sonda, se inhibe la emision polimerasa Tag DNA fluorocromo notificador

de una sonda TagMan®. del fluorocromo notificador. separa el fluorocromo emite su fluorescencia
notificador de la sonda. caracteristica.

Figura 32. Los reactivos TagMan utilizan una sonda fluorogénica y la
actividad 5’ nucleasa de la Taq polimerasa de ADN para detectar un
producto especifico de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) a
medida que se acumula durante la reaccion (Figura extraida de
“Applied Biosystems StepOne™ Real-Time PCR System: Guia de
reactivos” 2006, 2010).

La existencia de estas sondas fluorogénicas permite la
deteccién en tiempo real Unicamente de los productos de
amplificacion especificos.

Cada reaccién de PCR consta de los siguientes componentes:

- 15 pL de ADNc sintetizado en la transcripcion
inversa.
- 5 puL de TagMan® Gene Expression Master Mix.

- 0,5 uL de la sonda y cebadores correspondientes.
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- 3 uL de agua dietilpirocarbonato (DEPC).

La PCR se desarrolla en un termociclador 7900HT Fast Real-
Time PCR System (Applied Biosystems) con las siguientes
condiciones: un paso inicial de 2 minutos a 50°C, un ciclo de 10
minutos a 95°C y 40 ciclos de 15 segundos a 95°C seguidos de 1

minuto a 60°C (Figura 33).

Thermal Cycler Protocol

Mode: Fast (@) Standard 9600 Emulation Sample Volume (pL):

Stage 1 Stage 2 Stage 3
Repeats: 40
95.0 95.0
10:00 0:15
60.0
50.0 1:00

s 2:00

Figura 33. Programacion RT-PCR.

Se utilizaron oligonucledtidos y sondas TagMan (Assay on
Demand) para los genes FCGR3A, FCGR2A, STAT3, JAK2, TNF-o,
TGFB1, IL-10 y MMP-9 (fluoréforo FAM). Estos genes se

seleccionaron por su papel en la respuesta inmunitaria. Los FCGR3A
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y 2A codifican receptores para la fraccion constante de 1gG y su
concentracion incrementada se relaciona con mayor activacion de
neutrofilos por unidén de esta lg. Se estudiaron también JAK2 y
STAT3 que actlian como transductores de la sefial de citoquinas hasta
el propio nucleo activando la transcripcion de genes concretos,
destinados a favorecer aun mas la respuesta inflamatoria. Por supuesto
se analiz6 también la expresion de la citoquina central de todo el
proceso, el TNF-a. La expresion del TGF-B (factor transformador de
crecimiento-f) también se analizd. La expresion de IL-10 fue afiadida
al estudio por considerarse que podria actuar como reguladora de la
actividad inflamatoria. En cuanto a la MMP-9, se estudié por su
relacién directa con el dafio que causa en las estructuras proteicas de
los tejidos que forman el cartilago.

Para llevar a cabo la cuantificacion de la expresion se emple6
también el gen GAPDH (gliceraldehido 3- fosfato deshidrogenasa)
como control interno ya que se transcribe activamente en todas las
células, marcado en este caso con el fluoréforo VIC. Los niveles de
expresion de ARN mensajero de estos genes son estimados mediante
el método de cuantificacion relativa (RQ) o incrementos de Ct (Ciclo

Umbral o Threshold Cycle) respecto al gen control (RQ=2-AACt).
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El resultado de todo el proceso instrumental consiste en la
representacion grafica de una curva de amplificacion en la que se
representan los 40 ciclos de reaccion de amplificacion en cadena
frente a la fluorescencia detectada. En la curva obtenida se diferencian
cuatro fases en funcion de la sefial de fluorescencia, que le otorgan
una forma sigmoidea. La primera fase se denomina basal y se
caracteriza por la invariabilidad de la sefial de fluorescencia en los
primeros ciclos térmicos, en los que no se da amplificacion. En la
segunda fase de la curva se da una amplificacion exponencial, en cada
ciclo se duplica el producto amplificado, de modo que para N ciclos la
amplificacion podria estimarse como 2N. La tercera fase es lineal, ya
gue comienza a limitarse la capacidad de amplificaciéon dada la alta
acumulaciéon de productos amplificados y el desgaste de los reactivos.
Por ultimo, se da una fase de plateau en la que la reaccién se satura 'y
no se da amplificacion de los productos.

El analisis de los datos se realiza por comparacion del
parametro Ct, entre el producto a analizar y un control endégeno de
normalizacion que debe mantener la expresion constante en todas las
muestras. El Ct puede quedar definido como el ciclo a partir del cual
se considera estadisticamente significativa la fluorescencia emitida

con respecto al ruido de fondo o background. EI Ct marca la
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transicion entre la fase basal y la exponencial y es inversamente
proporcional al ndmero de moléculas iniciales presentes en la
reaccion. Mediante la herramienta informatica SDS 2.4 de Applied
Biosystem®, software para el control del aparato y procesado de los
resultados del 7900HT Fast Real-Time PCR System, se establece el Ct
de manera manual, situdndolo en la fase exponencial de amplificacion
de todos los marcadores distintos cargados en una placa en el mismo
andlisis (Figura 34). Tras definir el Ct para todo el ensayo se realiza
un analisis que determina los valores de expresion con su desviacion
tipica.

Con los valores de expresion se realiza la cuantificacion
relativa (RQ=2-AACt), siendo ACt la diferencia entre el valor de
expresion de un gen de un individuo concreto (siendo este la media de
los duplicados amplificados para ese individuo) con respecto al valor
de expresion de GAPDH para ese individuo (que también se
corresponde con un N=2); e AACt la diferencia entre ACt y el
promedio de ACt para los valores de ese gen en todos los individuos

estudiados en este ensayo.
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Figura 34. Gréfica Fluorescencia/Ciclos de amplificacion. La linea
horizontal de la grafica paralela al eje abscisas (ciclos) representa el
Ct.

3.3 Andlisis estadistico.

En primer lugar se estudio la distribucion de SNPs en todos
los individuos analizados, validandola mediante equilibrio de Hardy-
Weinberg con el paquete estadistico Haploview®. El equilibrio de
Hardy-Weinberg establece que en una poblacion en la que no se
produce seleccion natural y no se da ninguna mutacion la herencia
genética se mantiene en equilibrio; es un principio basico en la

genética de poblaciones. Esto quiere decir que la herencia mendeliana
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por si misma no engendra cambio evolutivo y por tanto la herencia
genética de los alelos que componen un gen puede predecirse
aplicando una funcién matematica que tiene en cuenta la frecuencia
alélica en ese locus en concreto. De no cumplir este equilibrio podria
tratarse de mutaciones derivadas de factores externos, tal y como
ocurre en las mutaciones de tipo somatico observadas en los distintos
tipos de cancer.

En este estudio en concreto, el equilibrio podria verse
ligeramente limitado por el tamafio de la poblacién muestral, que se
considera representativa de los ciudadanos que habitan en las
proximidades regionales del Hospital General de Valencia de raza
caucasica.

El estudio caso-control se contrasto con el paquete estadistico
IBM SPSS 20®, en concreto, mediante un estudio de contingencia de
¥2 (intervalo de confianza 95%), corrigiendo los valores de p
mediante el método de Bonferroni, midiendo las frecuencias de cada
alelo en pacientes y controles.

A continuacidn, antes de realizar estudios de hipoétesis, se
comprobd la distribucion gaussiana para cada dato mediante andlisis
de histogramas y test de Kolmogorov-Smirnov, determinandose que

los datos obtenidos no cumplian esta distribucién, por lo que se
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realizaron pruebas de hipétesis no paramétricas (test de Kruskall-
Wallis cuando se analizaron méas de dos grupos diferentes y test de U
de Man-Whitney cuando fueron dos los grupos analizados).

También mediante el uso del SPSS 20, se estudi6 la relacion
entre el genotipo de los pacientes de artritis reumatoide y otras
caracteristicas que podrian asociarse con la enfermedad, asi como la
respuesta/toxicidad a los tratamientos, utilizandose pruebas de 2 y
OR (odds ratio), asi como correlaciones no paramétricas de p de
Spearman.

Por ultimo, los valores de expresion génica se investigaron
como posible fuente de diferencias entre casos y controles mediante
test x2 seguido de correccion mediante test de Bonferroni y en el caso
de pacientes como posible relacion con las caracteristicas clinicas
asociadas, asi como la respuesta al tratamiento.

Los estudios de expresién se apoyaron con test de Mann-
Whitney que no asumen distribucion gaussiana y considera los
pacientes independientes (two-tailled P-values). La herramienta

informética que se utilizd fue GraphPad Prism®.
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4. Resultados:
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4.1 Reclutamiento y caracteristicas clinicas de los pacientes
con artritis reumatoide y de los controles.

El ndmero total de individuos reclutados en el presente
estudio fue de 96 pacientes y 84 sujetos sanos en la parte de
genotipado y de 44 sujetos sanos y 62 pacientes con AR en el
subestudio de expresion genica en neutréfilos.

Se realizd un reclutamiento de pacientes con AR en
tratamiento por parte del servicio de Reumatologia del Consorcio
Hospital General Universitario de Valencia durante el periodo de
diciembre de 2010 a enero de 2014. Los sujetos controles fueron
reclutados en el mismo periodo como voluntarios sanos, de la misma
area geogréafica, con caracteristicas demograficas sin diferencias
significativas respecto al grupo de artritis reumatoide (tabla 15).

Se recogieron datos demogréaficos y clinicos: el sexo, la edad,
la presencia de anticuerpos anti-péptidos citrulinados, la presencia de
factor reumatoide, el valor de DAS28, la presencia 0 no de
pinzamiento articular, de ndédulos reumatoideos y otras
manifestaciones extra-articulares, erosiones, habito tabaquico,
duracién de la enfermedad en afios, toxicidad o no al metotrexato y

anti-TNF-a y respuesta a metotrexato y a los anti-TNF-a.
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Tabla 15. Comparacién caracteristicas clinicas y demogréficas

pacientes e individuos sanos.

DATOS CLINICOS CO'E'nTzF;%LES PACIENTES (n=96) | Valor de P
EDAD (ANOS), media + SD 49 +17 5615 0,59
SEXO FEMENINO n (%) 65 (77) 71 (75) 0,36
DAS28 media + SD 0 2,38 1,33 NA
DURACION DE LA
ENFERMEDAD (ANOS), 0 89+57 NA
media £ SD
FACTOR REUMATOIDE
POSITIVO, n (%) 0 72(78) NA
ACCP POSITIVO, n (%) 0 72 (64) NA
FUMADORES (%) 22 (26) 27 (28) 0,542
EROSIONES (%) 0 48 (52) NA
MANIFESTACIONES
EXTRAARTICULARES (%) 0 203 NA
NODULOS
REUMATOIDEQS (%) 0 10(11) NA
PINZAMIENTO
ARTICULAR (%) 0 58 (63) NA

NA: no aplica (los individuos sanos no presentan ningin tipo de

manifestacion inflamatoria)

En la tabla 15 se muestran las caracteristicas demograficas y
clinicas comparadas entre el grupo de pacientes y el grupo control. Se
observo que las caracteristicas demograficas no mostraban diferencias
estadisticamente  significativas  (p>0.05) mientras que las

caracteristicas clinicas propias de la enfermedad estaban ausentes en
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los sujetos control, los cuales se encontraban libres de episodios

inflamatorios sistémicos.

En cuanto a las caracteristicas clinicas individuales de los

pacientes con artritis reumatoide incluidos en el estudio, éstas quedan

reflejadas en la siguiente tabla (tabla 16):
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Tabla 16. Datos clinicos individuales de los pacientes diagnosticados

de artritis reumatoide.
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P01 | M 3 |[sI[sI|282] 1 [NO|[NO| NO |SI|[NO| 12
P02 | M 2 |[NOJ[sI[200] 1 SI [NO| NO [ SI [NO| 11 [ sI NO
P03 | M 2 |sSI[sI|356] 2 SI [NO| NO [ SI [NO| 7 [NO Sl
P04 | M 2 |[NO|[NO[326] 2 SI [NO| NO | sI [NO| 14
P05 | M 3 |[NOJ|SI[334] 2 SI [NO| NO | SI [NO| 12 [NO Sl
P06 | V 2 |sI[sI|i188] 1 SI [NO| NO [ SI [NO| 17
PO7 | M 2 [sI[sI|19] 1 [NO|NO| NO [NO|[SI| 4 [NO Sl
P08 | M 2 |[sI[sI|311] 2 SI|SI| NO |SI[NO| 14 [NO| SI | NO
P09 | V 1 [si|si]o5] 1 |[NO[NO| NO |[NO|[NO| 3 [NO NO
P10 | M 2 |[NOJ[sI[209] 1 SI [NO| NO |[NO|NO| 18 [SI| SI | NO
P11 | M 2 |[sI[sI|269] 1 SI [NO| NO [NO|NO| 8 [NO Sl
P12 | V 2 [si[sI]199] 1 SI [NO| NO [NO|NO| 13 |[NO NO
P13 | M 2 |[NOJ[sI|273] 1 SI [NO| NO | SI [NO| 13 [NO Sl
P14 | M 2 |sI[sI|416] 2 SI|SI| NO |[sSI[NO| 31 [NO Sl
P15 | M 3 [si[sI|270] 1 SI [NO| NO | SI [NO NO Sl
P16 | M 2 |sI[sI]|359] 2 SI [NO| NO | SI [NO NO | NO | NO
P17 | V 2 |[NO[sI|120] 1 [NO|NO| NO [NO[SI| 8 [l Sl
P18 | V 2 |[NOJ|sI|148] 1 SI [NO| NO [NO|NO| 17 [NO Sl
P19 | V 2 |[NOJ|sSI[336] 2 SI|SI| NO |SI[NO| 17 [NO Sl
P20 | M 2 |[NOJ|sI[238] 1 SI [NO| NO | SI [NO| 18 [NO Sl
P21 | M 2 |[NOJsSI[175] 1 [NO|NOJ| NO | SI [NO| 24 [NO Sl
P22 | M 2 |[NOJ|sI[280] 1 SI [NO| NO | SI [NO Sl Sl
P23 | M 2 |[NO[NO|150] 1 SI [NO| NO [NO|NO| 20 [NO Sl
P24 | M 2 |si[sI|153] 1 SI[NO| SI [si|sI| 6 [NOJ| SI [ NO
P25 | M 2 |[NOJ[sI|194] 1 SI [NO| NO [NO|[NO NO Sl
P26 | M 1 [si|si]|717] 3 |NO[NO| NO [NO|[NO| 2 [NO Sl
P27 | M 2 [sI[sI|212] 1 SI [NO| NO | SI [NO| 12 [NO Sl
P28
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P20 | V | 1 |NO|NO|100] 1 |SI|NO| NO |SI |[NO| 10 | SI | SI | sI
P30 | M | 2 |NO|NO|153] 1 |NO|NO| NO |[NO|NO| 10 |NO SI
P31 | M | 2 |SI|sSI|[153] 1 |SI|NO| NO |[NO|NO| 13 |[NO|NO | NO
P32 | V | 2 |SI|sSI[317] 2 |SI|NO| NO |SI|NO| 7 |[SI|SI|NO
P33 | M | 2 |NO|SI|[119] 1 |SI|NO| NO |[NO|NO| 15 |[NO|NO | NO
P34 | M | 2
P35 | M | 2 |NO|SI|150] 1 | SI|NO| NO |SI|SI| 16 |[NO|NO| NO
P36 | M | 1 |SI|SI|534] 3 |SI|NO| NO |SI|NO| 16 |[NO| SI | sI
P37 | M | 2 |NO|NO|461] 2 |NO|NO| NO |[NO|SI| 4 |[NO| SI | NO
P38 | M | 1 |NO|SI|119] 1 |SI|SI| NO |SI|NO| 12 |[NO|NO| NO
P39 | V | 1 |sSI|sSl|224] 1 |SI|NO|NO [SI[SI| 7 |[NO SI
P40 | M | 2 |SI|sSI|349] 2 |SI|NO| NO [SI|[SI| 2 |[NO SI
P41 | M | 1 |NO|NO|460] 2 |NO|NO| NO [NO|NO| 5 |NO SI
P42 | M | 1 |SI|sSI|319] 2 |NO|NO| NO |[NO|NO| 3 |NO SI
P43 | M | 2 |sSI|sSI|314] 2 |SI|SI|NO|[SI[SI| 9 [NO SI
P44 | M | 2 |sSI|sSI|537] 3 |SI|NO| NO |SI|NO| 7 |[NO SI
P45 | V | 2 |SI|sSI[130] 1 |SI|NO| NO |SI|NO| 4 |NO NO
P46 | V | 2 |SI|NO|189] 1 |SI|NO| NO | SI [NO| 23
PA7 | M | 1 |SI|NO|266] 1 |NO|NO| NO [NO|SI| 3 |NO SI
P48 | V | 2 |SI|sSI|340] 2 |SI|NO| NO [NO|NO| 2
P49 | M | 1 |sSI|sSI|237] 1 |NO|NO| NO |[NO|NO| 2
PSO | M | 2 |NO|NO|157] 1 | SI|NO| NO |[NO|NO| 11 |[NO|NO | NO
P51 | M | 2 |SI|sSI|291] 1 |NO|NO| NO [NO[SI| 3 |NO SI
P52 | M | 2 |SI|SI 433 2 |NO|NO| NO |[NO|NO| 6
P53 | M | 2 |NO|NO|466] 2 |SI|NO| NO [NO|SI| 5 |SsI NO
P54 | V | 1 |sSI|sSI|524] 3 |SI|NO| NO |SI|SI| 12 [NO SI
PS5 | M | 2 |SI|SI|205] 1 |SI|NO| NO |SI|NO| 8 [SI
PS6 | M | 2 |NO|NO|342] 2 |SI|NO| NO |SI|SI| 7 |[NO|NO| NO
P57 | M | 1 |NO|NO[422] 2 |NO|NO SI|SI| 4 [NO SI
PS8 | V | 2 |SI|sSI|533] 3 |SI|NO|NO |SI|[SI| 8 |[NO SI
P59 | M | 1 |sSI|sSI|140] 1 |SI|NO| NO [NO|SI| 3 [SsI
P60 | M | 1 |sSI|sSl|244] 1 |SI|NO SI [NO| 3 |NO SI
P61 | M | 2 |SI|28|174] 1 |SI|SI| SI |SI|NO| 21 |[NO|NO | NO
P62 | M | 2 |NO|SI|[264] 1 |NO|NO| NO [NO|NO| 8 |[SI NO
P63 | M | 1 |SI|SI|409] 2 |NO|NO| NO |[NO|NO| 13 | SI | NO | NO
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P64 | M 3 |NO|NO[409] 2 [NO|NO| NO [NO|NO| 3 |[NO| sI | sI
P65 | M 2 |st|si|237] 1 Sl [NO| NO [ sI [NO| 21 [ sI[NO| NO
P66 | V 1 |si|si|160] 1 si|si| No [sI]sI]| 22 [NO NO
P67 | M 1 [si]sI|212] 1 NO| NO SI| 6 |NO NO
P68 | M 1 |[NO|[NO[195] 1 Sl [NO| NO [sI|sI| 7 [NO[NO| NO
P69 | M 1 |si|si|460] 2 [NO|NO| NO [NO|NO]| 19 [ sI| sI | NO
P70 | M 3 |NO| sl [210] 1 Si|si|NO [sI[NO| 16 [NO|[NO| sI
P71
P72 | ™M 2 |NOo[NO[150] 1 [NO[NO| NO | sI [NO| 11 | sSI NO
P73 | M 1 | si]si[350] 2 |[NO|[NO| NO [NO|[NO| 6 [NO Sl
P74 | Vv 1 |si|si|196] 1 |NO|[NO| NO [NO|sI| 8 Sl
P75 | Vv 3 |si|si|259] 1 [NO|NO| NO [NO|[NO| 7 [NO Sl
P76 | M 3 |si|si|as0] 2 NO NO| SI | NO
P77 | M 2 |si|si|160] 1 Sl [NO| NO [NO|NO| 18 NO
P78 | Vv 2 |st|si|200] 1 [NO|NO| NO [NO|NO| 6 [NO S
P79 | Vv 2 |st|si|160] 1 |[NO|[NO| NO [NO|NO| 14
P80 | M 2 |si|sila07] 2 SI [NO| NO [sI|sI| 9 [NO Sl
P8l | Vv 2 |si|si|127] 1 sl [NO| NO [NO|[NO| 3 [NO Sl
P82 | M 2 |si|si|130] 1 Sl [NO| NO [ sl [NO| 9 [NOJ| sI | NO
P83 | M 2 |si|si|543] 3 sI [NO| NO [sI|sI| 3 [NO NO
P84 | M 3 |si|si|160] 1 sI|si| NO [NO|NO| 3 [NO Sl
P85 | M 1 |NO|NO[180] 1 |[NO|NO| NO [NO|NO]| 16 |NO|NO | NO
P86 | M 3 |NO[sI|160] 1 [NO[NO| NO [NO|NO]| 13
P87 | M 2 |st|si|110] 1 [NO|NO| NO [NO|NO| 7 [NO Sl
P88 | M 2 |st|si o] 1 [NO|NO| NO [NO|NO]| 10 |[NO Sl
P89 | M 2 |NO[NO[160] 1 [NO|NO| NO |[NO|NO]| 11 [NO|NO | NO
P90 | M 1 |si|sI|508] 3 [NO|NO| NO [NO|[NO| 9 [NO Sl
P91 | ™ 1 | sI|NO[364] 2 sI [NO| NO [sI|sI| 5 [NO Sl
P92 | Vv 2 |si|si|385] 2 sSi|si|NO [sI|sI| 9 [NO[NO] NO
P93 | Vv 1 |si|si|28] 1 [NO|NO| NO [NO|SI| 2 [NO Sl
P94 | Vv 2 |si|si|120] 1 [NO|NO| NO [NO|NO]| 12 [NO NO
P95 | M 2 | si|NOl405] 2 Sl [NO| NO [sI|sI| 2 [NO NO
P96 | M 2 | SI|sSI |45 2 SI|NO| NO [SI|SI| 3 |NO NO
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Nota: Los espacios en blanco de la tabla indican que estos datos no se
encontraban recogidos en la historia clinica o bien se trata de pacientes
no tratados con los farmacos de estudio. Para los analisis estadisticos

se han tenido en cuenta como “missing values”.

4.2 Estudio de genotipado casos-controles.

4.2.1 Andlisis de distribuciones de SNPs en casos y controles:

comparacion con el estudio HapMap.

El primer estudio llevado a cabo traté de encontrar marcadores
genéticos relacionados con la enfermedad; para ello se genotiparon un
total de 96 pacientes con artritis reumatoide y 84 individuos sanos. Se
analizaron polimorfismos en los genes MTHFR, SLCO1B1, TNF-a,
TNFSF1p, IL-10, IL-4, FCGR3A, FCGR2A, STAT4, PTPN22, IL-6 y
su receptor soluble (IL-6 Rsol) y PDZD2.

En primer lugar se procedi6 a la comparacion de las
frecuencias genotipicas de los alelos estudiados entre los individuos
de estudio y los resultados publicados del estudio HapMap para de
esta manera comprobar que nuestra poblacién es similar a la poblacion
general. El proyecto HapMap es un proyecto internacional creado para
desarrollar un mapa de haplotipos del genoma humano, en el que
poder catalogar las regiones de similitudes y diferencias genéticas
entre individuos que permita entender mejor la relacion entre el
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genoma Yy la salud humana. En la tabla 17 se muestra la comparacion
entre las frecuencias genotipicas obtenidas en este estudio y las
registradas en estudios HapMap sobre poblaciones europeas donde

predominan los individuos caucasicos.
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Tabla 17. Frecuencias genotipicas del estudio y comparacion con las

de estudios HapMap.

MTHFR rs1801133
(c677T)

MTHFR rs1801131
(A1298C)

SLCO1B1
rs11045879 C/T

TNF-o
rs1799724
T-857C

TNF-a rs1800629
G-308A

TNF-a rs361525
G-238A

IL-10 rs1800896
G-1082A

IL-4 rs2070874

C33T

19 8

0,370
0,580
0,050

AA
AC
CC

0,350
0,580
0,070

CcC
CT

0,010
0,380
0,610

CcC
CT

0,820
0,180
0,000

>
>

AG
GG

0,020
0,192
0,778

AA
AG
GG

0,010
0,310
0,680

O > >
O o >

0,330
0,520
0,140

CcC
CcT

0,750
0,210
0,040

Pacientes|Controles

39 8

0,316
0,547
0,136

AA
AC
CC

0,515
0,410
0,074

cc
CcT
1T

0,031
0,274
0,695

cc
CcT
1T

0,779
0,190
0,031

AA
AG
GG

0,010
0,136
0,853

AA
AG
GG

0,010
0,159
0,830

O > >
O o >

0,400
0,442
0,158

cc
CcT

0,681
0,266
0,053

Suma

39 8

0,343
0,564
0,093

AA
AC
CcC

0,432
0,495
0,071

cC
CcT

0,021
0,327
0,652

cC
CcT

0,799
0,185
0,016

AA
AG
GG

0,015
0,165
0,815

AA
AG
GG

0,010
0,235
0,754

QO > >
O O >

0,365
0,481
0,149

cC
CcT

0,715
0,237
0,046

HapMap-

CEU

39 8

0,470
0,440
0,090

AA
AC
CC

0,420
0,450
0,130

cc
CcT
1T

0,010
0,310
0,680

cc
CcT
1T

0,900
0,070
0,030

AA
AG
G

(0]

0,020
0,310
0,670

AA
AG
G

(0]

0,001
0,147
0,853

O > >
O o >

0,210
0,510
0,270

cc
CcT

0,740
0,240
0,020

TNFSF1b
rs1061622
676T>G

FCGR3A
rs396991 C/A

FCGR2A
rs1801274 G/A

STAT4
rs7574865 G/T

PTPN22
rs2476601

C1858T

IL -6 Rsol
rs8192284

A358C

IL -6 rs1800796

-572G>C

PDZD2
rs1532269 G/C

GG
GT

0,000
0,354
0,646

AA
AC
CC

0,474
0,442
0,084

AA
AG
GG

0,260
0,480
0,260

GG
GT

o
w1
iy
(6]

0,424
0,061

CcC
CcT

0,905
0,105
0,000

AC
CC

0,340
0,447
0,213

CcC
CG
GG

0,010
0,180
0,810

CcC
CG
GG

0,082
0,245
0,663

Pacientes|Controles

GG
GT

0,053
0,242
0,705

AA
AC
CcC

0,337
0,465
0,198

AA
AG
GG

0,169
0,610
0,221

GG
GT
T

0,547
0,379
0,074

cC
CcT

0,779
0,210
0,010

AA
AC
CcC

0,421
0,463
0,116

cC
CG
GG

0,021
0,126
0,853

cC
CG
GG

0,136
0,231
0,631

Suma

GG
GT

0,035
0,279
0,686

AA
AC
CcC

0,410
0,453
0,137

AA
AG
GG

0,214
0,545
0,240

GG
GT

0,531
0,402
0,067

CcC
CcT

0,840
0,159
0,005

AA
AC
CcC

0,381
0,455
0,163

CcC
CG
GG

0,015
0,154
0,831

CcC
CG
GG

0,110
0,239
0,648

HapMap-

CEU

GG
GT
T

0,03
0,43
0,55

AA
AC
CcC

0,467
0,419
0,115

AA
AG
GG

0,27
0,45
0,24

GG
GT

0,6
0,34
0,06

cC
cT

0,78
0,22
0,01

AA
AC
CcC

0,42
0,47
0,12

cC
CG
GG

0,09
0,91

cC
CG
GG

0,08
0,44
0,48
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No se observaron diferencias significativas entre las
distribuciones genotipicas observadas en nuestra poblacién frente a las
detectadas en el estudio HapMap CEU, lo cual valida la determinacion

genotipica realizada en este trabajo de tesis doctoral.

4.2.2 Andlisis de distribuciones de SNPs: equilibrio de Hardy-
Weinberg.

Con el programa informatico Haploview se determiné si la
poblacién para cada SNP se encontraba en equilibrio de Hardy-
Weinberg, que como ya se ha comentado determina que la herencia
genética se produce sin que existan influencias externas ni mutaciones
somaticas. En la tabla 18 se representan los SNPs que cumplen con el
equilibrio. Los valores p para los cuales se considera que el equilibrio

de Hardy-Weinberg no se cumple, son aquellos inferiores a 0,001.
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Tabla 18. Estudio de genotipado. Equilibrio de Hardy-Weinberg.

. . Hardy- Frecuencia
Gen Hegggg;%gzgad Hetg;c;(gig]c%s;dad Weinberg del alelo | Alelos
Valor de p menor
MTHFR C677T 0.564 0.47 0.0116 0.377 CT
MTHFR A1298C 0.503 0.438 0.073 0.324 A:C
SLCO1B1 C>T 0.324 0.301 0.461 0.184 T.C
TNF-a T-875C 0.184 0.194 0.6879 0.109 CT
TNF-a G-308A 0.157 0.182 0.1666 0.101 GA
TNF-a G-238A 0.229 0.22 0.9046 0.126 GA
IL-10 G-1082A 0.48 0.476 1.0 0.391 A:G
IL-4 C33T 0.24 0.283 0.0832 0.17 CT
TNFSF1b T676G 0.274 0.288 0.7417 0.174 TG
FCGR3A C559A 0.455 0.46 0.9807 0.359 A:.C
FCGR2A G519A 0.547 0.5 0.2728 0.486 GA
STAT4 G>T 0.399 0.391 0.9876 0.267 GT
PTPN22 C1858T 0.16 0.157 1.0 0.086 CT
IL-6Rso A358C 0.454 0.475 0.6452 0.388 A.C
IL-6 G572C 0.145 0.163 0.2972 0.089 G.C
PDzZD2 G>C 0.237 0.356 0.0455 0.232 C.G

Tal como se muestra en la tabla en nuestro caso ninguno de

los polimorfismos estudiados se encontr6 fuera del equilibrio y por

tanto, se puede afirmar que la herencia de estas caracteristicas

genéticas se produce en nuestra poblacion de acuerdo a leyes

mendelianas.

Después de haber validado el equilibrio de Hardy-Weinberg,

se realizd un nuevo paso en busca de diferencias estadisticamente

significativas entre casos y controles.
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4.2.3 Estudio de asociacién genotipica: estudio casos-controles

de polimorfismos genéticos.

Para poder estimar la existencia de diferencias a nivel de

genotipo entre individuos sanos y enfermos, también con la

herramienta Haploview, se realiz6 un estudio de asociacién mediante

un test de hipotesis x2 obteniéndose los resultados reflejados en la

tabla 19:

Tabla 19. Estudio de Asociacion Caso-Control.

Cen | psoiato | CasoControl | % | VlorP
MTHFR C677T T 0,411 - 0,339 1,926 0,165
MTHFR A1298C A 0,721 - 0,625 4,526 | 0,0461
SLCO1B1 C>T T 0,832 -0,798 0,684 | 0,4083
TNF-a T-875C T 0,126 - 0,089 1,260 | 0,2617
TNF-a G-308A G 0,921 - 0,873 2,205 | 0,1376
TNF-a G-238A G 0,911 - 0,833 4,834 | 0,0279
IL-10 G-1082A G 0,621 - 0,595 0,250 | 0,6174
IL-4 C33T T 0,195 - 0,143 1,698 | 0,1926
TNFSF1b T676G T 0,826 - 0,825 0,001 | 0,9792
FCGR3A C559A A 0,569-0,695 5,586 | 0,0181
FCGR2A A519G G 0,526 - 0,500 0,247 | 0,6191
STAT4 G>T G 0,737 -0,729 0,028 | 0,8661
PTPN22 C1858T T 0,116 - 0,050 4,797 | 0,0285
IL-6Rsol A358C A 0,653 - 0,563 2,900 [ 0,0886
IL-6 G572C G 0,916 - 0,905 0,133 | 0,7151
PDZD2 G>C G 0,253 - 0,207 1,016 | 0,3136
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Los SNPs que presentan significatividad estadistica en las
diferencias de distribucién de genotipos entre casos y controles son los
gue presentan un valor de P menor a 0,05. De este modo se
encontraron cuatro SNPs con variantes alélicas mas representadas en
pacientes que en individuos sanos: MTHFR A1298C, TNF-a G-238A,
FCGR3A C559A y PTPN22 C1858T.

Entre los SNPs estudiados los dos primeros no presentan una
relacion directa con el desarrollo de la enfermedad, pero si que son
relevantes en el tratamiento de la misma. El gen MTHFR codifica para
la metileno tetrahidrofolato reductasa, enzima que favorece la
conversion de homocisteina a metionina durante la sintesis de
proteinas.

La citoquina TNF-a se selecciond para el estudio por su
importante papel en el desarrollo de la enfermedad ya que se trata de
una de las citoquinas pro-inflamatorias mas relevantes, si no la central,
e interviene directamente en el dafio articular. En estudios recientes se
han encontrado diversos SNPs, especialmente en la region promotora
de TNF-0, que no han podido validarse como marcadores pero se
asocian con una influencia directa sobre la enfermedad (97).

En el caso del receptor FcyRIIIA y el FcyRIIA los SNPs

estudiados fueron elegidos por determinar la afinidad de los receptores
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de 19G a la fraccion constante de las inmunoglobulinas asi como el
grado de activacion de los receptores de inmunoglobulinas.

El SNP del PTPN22 rs2476601 C1858T estd fuertemente
asociado a la enfermedad y parece condicionar la activacion de
linfocitos T.

Estos resultados fueron contrastados y ampliados mediante un
estudio de contingencia de y2 (nivel de confianza 95%). En este
estudio se miden las frecuencias de cada alelo en pacientes y controles

junto con los valores de odds ratio (OR) (Tabla 20).

Tabla 20. Alelos asociados con la enfermedad.

Gen/ SNP OR (95% Cl) OR (95% CI) 2 \(/jaelgr

MTHFR_A1298C | Alelo C: 0,683 (0,486-0,958) | Alelo A: 1,379 (1,050-1,813) | 4,52 | 0,0461

TNFa G-238A | Alelo A: 0,644 (0,426-0,974) | Alelo G: 1,487 (1,098-2,014) | 4,83 | 0,0279

FCGR3A_C559A | Alelo A: 0,629 (0,433-0,913) | Alelo C: 1,650 (1,194-2,913) | 5,58 | 0,0181

PTPN22_C1858T| Alelo C: 0,7 (0,531-0,922) | Alelo T: 1,78 (1,169-3,297) | 4,79 | 0,0285

En este estudio se confirma que, en nuestra poblacion, existen
cuatro SNPs con mayor representacion en individuos enfermos que en
individuos sanos:

En el gen MTHFR el alelo A del polimorfismo A1298C se
encuentra en nuestra poblacion mas representado en individuos

enfermos que en sanos (OR 1,379 (1,050-1,813) P=0,0461).
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En cuanto al TNF«, el polimorfismo localizado en la posicion

-238 de la region promotora (TNF-a G-238A) ha mostrado distinta
distribucion entre individuos enfermos y sanos, concretamente el alelo
G estd mas presente en individuos enfermos y por tanto podria
constituir un factor de riesgo (OR 1,487 (1,098-2,014) P=0,0279).

Por otro lado, en el polimorfismos FCGR3A_C>A se observa
que el alelo C es mas frecuente en individuos enfermos en nuestra
poblacién (OR 1,650 (0,994-2,913).

Por Gltimo el alelo T del PTPN22 C1858T se encuentra
asociado a la enfermedad en nuestra poblacion de estudio (OR 1,78
(0,969-3,297 P=0,0285).

Dado que se trata de una enfermedad de influencia poligénica,
como es el caso de la mayoria de enfermedades autoinmunes, se
considera de interés conocer las combinaciones genéticas mas
frecuentes (haplotipos) que se dan entre los genes que influyen en la
patologia; es decir, es de interés conocer si estos genes se heredan
conjuntamente y por tanto constituyen un factor de riesgo con mayor
fuerza estadistica. Teniendo en cuenta este interés, con la herramienta
Haploview se realiz6 un estudio de asociacién por combinacion con

los marcadores estudiados. De todas las posibles combinaciones se
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obtuvieron 4 con diferencias estadisticamente significativas en su

presencia en individuos enfermos y sanos:

- La presencia del haplotipo ACC en los polimorfismos TNFa
G-238A, FCGR3A C>A y PTPN22 C1858T parece tener un papel
protector con una frecuencia en controles del 8% frente al 2% en

pacientes con AR (p=0,0055), tal y como se muestra en la tabla 21.

Tabla 21. Frecuencias haplotipicas TNFa G-238A, FCGR3A C>Ay

PTPN22 C1858T.
Haplotipo Frecuencia Erecuencias )
(TNFa G-238A_FCGR3A del_ Caso-Control X Valor de P
C>A_PTPN22 C1858T) | haplotipo
GAC 0,523 0,565- 0,476 | 2,8040 0,0940
GCC 0,276 0,245- 0,312 | 2,0340 0,1538
AAC 0,062 0,053-0,073 | 0,5820 0,4456
ACC 0,053 0,022- 0,088 | 7,6940 0,0055
GAT 0,045 0,063- 0,024 | 3,1430 0,0763
GCT 0,03 0,039- 0,021 | 0,9200 0,3376
AAT 0,011 0,014- 0,006 | 0,5400 0,4624

- Por otro lado el haplotipo AA de los SNPs
MTHFR_A1298C y FCGR3A C>A parece estar relacionado con
mayor susceptibilidad a la enfermedad con una frecuencia en

pacientes del 49% frente al 38% en individuos sanos (p=0,027),
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mientras que el CC constituiria un factor de proteccion para la misma,

con una frecuencia del 17% en controles frente al 8% en pacientes

(p=0,008), tal y como se muestra en la tabla 22.

Tabla 22. Frecuencias haplotipicas MTHFR_A1298C _ FCGR3A

C>A.
Haplotipo Frecuencia Erecuencias
(MTHFR_A1298C _ del Caso.Control r Valor de P
FCGR3A C>A) haplotipo
AA 0,445 0,499- 0,383 4,915 0,027
AC 0,231 0,222- 0,242 0,213 0,644
CA 0,196 0,195- 0,197 0,002 0,966
CcC 0,128 0,084- 0,178 7,097 0,008
- En cuanto al haplotipo AG de los SNPs MTHFR_A1298C y
TNFa G-238A, éste parece estar relacionado con mayor

susceptibilidad a la enfermedad (frecuencia casos 65% frente al 51%

en voluntarios sanos p=0,0082) tal y como se muestra en la tabla 23.
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Tabla 23. Frecuencias haplotipicas MTHFR_A1298C _ TNFa G-

238A.
Haplotipo Frecuencia Erecuencias
(MTHFR_A1298C _ del Caso-Control x2 Valor de P
TNFa G-238A) haplotipo

AG 0,586 0,651- 0,513 6,998 0,0082
CG 0,288 0,259- 0,320 1,606 0,205
AA 0,09 0,070- 0,112 1,919 0,1659
CA 0,036 0,019- 0,055 3,195 0,0739

- Por ultimo el haplotipo CC de los polimorfismos FCGR3A

C559A IL-6Rsol se encuentra méas representado en voluntarios sanos

(frecuencia 19%) que en enfermos (frecuencia 9%) (p=0,0065) con lo

gue podria constituir un factor de proteccién frente a la enfermedad

(tabla 24).

Tabla 24. Frecuencias haplotipicas FCGR3A C>A_ IL-6Rsol A358C.

Haplotipo AESUSTERE Frecuencias
(FcGR3A_IL6Rsol) h del_ Caso-Control 12 Velreels
aplotipo
AA 0,388 0,437- 0,331 4,14 0,0419
AC 0,252 0,257- 0,246 0,059 0,8076
CA 0,224 0,215- 0,233 0,159 0,6899
CcC 0,136 0,090- 0,189 7,394 0,0065
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4.3 Estudio casos-controles de expresion en neutrofilos de
sangre periférica.

En la introduccion se ha comentado la relevancia de los
neutrdfilos en el desarrollo de la enfermedad, ya que en situaciones de
inflamacion son capaces de interaccionar y regular la actividad de
otras células. Ademés liberan potentes proteasas, contribuyen a la
destruccion de tejido y ayudan a la cronificacion del proceso

inflamatorio con lo que podrian constituir una nueva diana terapéutica.

En el estudio se analiz6 la expresion de ocho genes. Los dos
primeros se corresponden con los receptores de la fraccion constante
de inmunoglobulina G (Fcy), FcyRllla y FcyRIlIb cuya
sobreexpresién podria provocar una activacion celular mayor
produciendo mayores cantidades de ROS e induciendo procesos
inflamatorios que pueden generar dafios en los tejidos del cartilago. Se
estudiaron también JAK2 y STAT3, transductores de sefial que portan
las sefiales producidas por citoquinas hasta el propio nicleo activando
la transcripcion de genes concretos, destinados a favorecer alin mas
una respuesta inflamatoria. Por supuesto se analiz6 también la
expresion de la citoquina central de todo el proceso, el TNF-a. La

expresion del TGF-B también se analizd, debido al papel de esta
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citoquina en el desarrollo de fibrosis y anquilosis (126). La expresion
de IL-10 fue afiadida al estudio por actuar como reguladora de la
actividad inflamatoria. Por ultimo MMP-9 se estudi6 por su relacion
directa con el dafio que causa en las estructuras proteicas de los tejidos
que forman el cartilago.

A continuacion se representan en la tabla 25 los valores de
expresion que se obtuvieron en este estudio para los 8 genes
mencionados, medidos segun los niveles de expresion relativa como

se ha explicado anteriormente en el apartado material y métodos.

182



Tabla 25. Expresion en neutréfilos medida como RQ.

CONTROLES

Ll | |F| K = S SILle| P [F|I&[T]=2
col| 1,3 (12|11 |07(18]| 25| 13 |19 | €23 |27(13|1,4]|03[09]|19][26(21
co2| 08 (1512|0714 22| 15 | 33 | C24 |08/0,7(03]| 1,7 [05]/0,9(0,7[1,0
co3| o6 (10| 11]08(f11]|22]| 16 |19 | C25 |05[06(03]|15(08]0,6/[11[09
co4 | 07 (11|07 |06(17]| 24| 15 |57 | C2 |08[08(05]|15(15]|1,6(10(04
C05 | 1,0 (24| 14 | 14|20 34| 12 | 45 | €27 |1,3[10(09] 1,1 (0,9]/0,9|0,4(0,3
co6 | 04 (09|04 |08[05]|05]| 09 | 16 | C28 |26[18(2,0]06 |1,8|20[13[11
co7 | 1,7 (12|21 |10(09]| 09| 14 | 10 | €29 |05|06(06] 15 (0,4/0,5(0,2(0,4
cog8| 09 (11|15 |12(08| 06| 05 | 1,1 | €30 |05[08(0,8]20(05]|1,3]|21|14
co9 | 1,0 (o8| 10 |11f(07]| 06| 14 | 15| €31 |1,0(05(0,8]257(0,4/05(05(05
c10 | 1,0 (10|l 04 |13|06]| 05| 04 | 07 | €32 |10{05(05]|20 (05]|1,0[{0406
ci1| 1,4 (o8| 11 |17(20]| 07| 29 |08 | C3 |10[19(05]|09 (06]/05]03(3,6
ci2| o4 (10[/03|10(07| 06| 04 | 06 | C34 |09[08|08]|09[06/06[09(12
c13| o5 (1004 |13|(10]| 10| 22 |07 | €3 |09|09|15]| 18 (0,7/05[0,9(0,3
Ci4| 09 (1309 |14(09]| 13| 02 | 1,3 | C36 |06[10(08 1,310,6(09(0,4
Ci5| 1,3 (12| 21|03 (13| 11| 14 |07 | €87 |06[14(17 1,5/1,0(09(0,6
ci6 | 1,2 (13|08 |03|06| 04| 12 | 1,3 | €38 |1,1|13|17 2,0]2,2]2,4(3,4
Ci7 | 1,6 (06| 10 |12[12] 11 06 | C39 |1,0(09(16 1,6|1,4(13(29
ci8| 09 (14|06 |06(09]| 05| 18 | 1,4 | C40 |2,2|15(45 29]0,6(29(1,1
c19| 19 (13|11 |10(15]| 09| 17 |08 | C41 |13[19(13 1,711,8(3,0(26
c20 | 0,7 (o507 |03f11|07]| 05 |02]|C42 |12|13|17 15|14(11(08
c21| 2,7 (14| 15 |10(13| 15| 14 | 07 | €43 |14|15(27 2,5|1,710,9(1,2
c22| 14 (07|184|03(09| 10| 04 | 04 | C44 |10[2,1(0,9 1,312,0(1,7(3,6
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PACIENTES

olo |k |S|E|&|=]5 oclo|lB|S|E|R|=]|5
P01 1,0 P30| 03 |10(46 25|14 06 2,6 0,1
P021281131|221]05113[13|05]141|P31|130]10]60|18(23]| 0,6 2,6 0,7
P0313,4(1501]09]0,7/09/08]88]08|P32|37]108]29]|31(29]| 04 2,7 0,7
P04)5,1141|11])10|06|06|1,7]0,7|P33]10]|10]36]|46|23| 1,2 | 11,0 1,3
PO5(1,3|51(18(0,7(1,4] 10|20 |27 |P34|49| 179434139 36 | 116 | 23,6
P06 18 |P35]|10)11(132(12]09] 04 15 0,6
pO7(10(|31(03|04(0,2]06|50]|45]|P36|03|[08]13]|]09|06]| 0,6 6,4 0,8
po8|16(72|0,7(38(09]|31]09(148|P37(04]08]11]118(08]| 1,0 2,3 3,8
P0914,21 49|24 11,0]1,7/ 09| 6,6 |16,9|P38 0910512 (28] 1,7 8,6 1,3
P1013,5( 5,2 5,212,228 1,7 | 3,7]116|P39|08 125012305 0,8 15 3,0
pP1111,21 34 0,7]0,7|05|0,711]22|P40|03]15]02|13|(06| 0,6 1,8 0,7
P1211,1135]101]08|09|0,7|08] 4,7 |P41|0,7 5412|6114 25 4,2 4,2
p13f11|40(|06|13(08]08| 11|89 |P42|(03]|0,7]041]04 0,6 0,1 0,4
P14|16|43|05|21(0,1]1 101 3,8 (21,9|P43| 6,8 |64,8] 44| 1,0 249 1550 | 10,5
pP15(3,4( 32|06 (0814|106 | 12| 22 |P47(22,6|45,0]|22,9]|84,5 31,1656 | 37,7
p16|10(68(|09|10(14]108 13|25 |P48|41,5|46,0/60,3]|79,3 209,1(135,6 191,7
P17)05( 2,71 0,2]106]0,2| 0,4 | 1,2 | 4,0 |P49|27,4161,1|67,8|82,9 69,2 | 58,5 | 24,9
P1814,6| 2,1 | 18,6 9,6112,8| 8,3 [12,5(P50]16,9|12,1(42,0(47,1 11,21 9,9 53
P19108( 36 0,31]09]0,7/041101]29|P51|15|37]26]| 4,3 5,3 1,2 59
P20109(129|04)1,112,1|110]12] 22 |P52|45]00]00]|0,0 0,0 1,9 0,0
P21122110 15114141421 ]11,3|P53|23|25]|35]|5,6 6,5 | 13,0 7,1
p22|(56(28|15(08(23|11|25|78|P54|08]|26]05]43 8,1 19 24,7
pP23(3,3[112,31,3|15(4,9]20|55]| 4,9 |P55|00]001]00]0,0 0,0 19 0,4
P24(36| 3,2 | 4,1 9,71 13]30(132|P56| 19]0,7|33]04 0,9 | 15,5 15
P25176| 4,4 3,7 40 110,5|275|P57115115]0,7| 0,3 1,2 0,2 2,5
P26114(531|1817,2|109|26|1,7]58 |P58|50]04]31]|0,6 51 0,4 80,0
p27105133|04148118/(09|14]21]|P61|34]53]06]|0,9 2,9 2,9 1,2
pP29108( 2012113903137, 7]55|P62|101]31]03]|05 2,1 2,8 15
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Los espacios en blanco son resultados que no se pudieron
obtener por fallos experimentales y se han tenido en cuenta como
“missing values” en el analisis estadistico. El primer estudio volvio a
ir destinado a la comparacion de expresion entre controles y pacientes.

Para ello, se realiza un test no paramétrico, U de Mann-Whitney.

En cuanto al grado de activacion de neutrofilos, en la figura
35 se han representado todos los valores de expresion de los genes
estudiados, realizando una comparacion entre individuos sanos y
pacientes con artritis. Si bien, todos los genes parecen presentar
valores de expresién mas altos en pacientes, los genes que presentan
diferencias significativas (valor de P < 0,05) son FCGR3A, FCGR3B,
JAK2, MMP-9 e IL-10. Con estos datos podria decirse que los genes
que mas se expresan en los neutréfilos de sangre periférica de
pacientes con artritis reumatoide son los de los receptores de Fcy que
favorecen la  liberacion de citoquinas  proinflamatorias,
metaloproteinasas y ROS; el gen que traduce MMP-9, que produce
dafo directo en el tejido; el de JAK2 implicado en la transduccion de
sefiales al nucleo y el de la IL-10 con un papel dual en el proceso

inflamatorio.

185



5 . g
- P < 0,0001 P =0,0930 P =0,0465
50q o000 c B ———— oy — L 100y —2—
@
: z ¢ E
<= <2 2 =
3E 38 s x
o I e S ]
0 w
23 23 § 5
3 = F g
i I 5 a
k3 =
w w
-
<] a @
o [=]
% =0,1776 5 P =0,0781 = P <0,0001 - P <0,0001
g O o L 2 o L o 150y 0
@
5 ] © 5
E E E E
z = 2 =
75 [ [ @
< < < <
@ @ @ @
o 5 o o =]
= [ = f= c
S -5 ol 8
@ @ ® n
2 2 2 2
o o o o
S £ S £
w w w w

Figura 35. Diferencias de expresion en neutrofilos entre casos y
controles.

Por ualtimo, se realizd un estudio de correlacion mediante el
método p de Spearman en el que se quiso probar si la expresion de
alguno de estos genes puede estar relacionada con el valor de DAS28
o con la duracion de la enfermedad en afios. Después de realizar el
estudio, no se obtuvieron correlaciones significativas entre los valores
de expresion de ninguno de los genes estudiados y el valor de DAS28

o la duracion de la enfermedad.
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4.4 Estudio de correlaciones entre genotipo y variables
clinicas en pacientes con artritis reumatoide.

En este apartado se han estudiado las posibles correlaciones
entre los distintos genotipos de cada marcador y las variables clinicas
de los pacientes. En ningn caso se encontré relacion entre la clinica
del paciente y la duracion de la enfermedad o el habito tabaquico.

Se han analizado las posibles correlaciones entre el valor de
DAS28 y los distintos genotipos obtenidos mediante pruebas de
hip6tesis no paramétricas ya que interesaria caracterizar un marcador
que se relacionara con el grado de actividad de la patologia con el fin
de tratar con mayor urgencia aquellos casos de artritis temprana o en
los que la evolucion es rapida y severa.

La presencia de los factores séricos (factor reumatoide y
anticuerpos anti-péptidos citrulinados) es tenida en cuenta en el
diagnostico actual de la artritis reumatoide. La presencia de ambos se
liga a la patologia y mientras el factor reumatoide puede ser
considerado un factor de severidad, los anticuerpos anti-péptidos
citrulinados pueden encontrarse en un paciente afios antes del inicio de
la enfermedad. El FR se encuentra en aproximadamente el 90% de los
afectados, mientras que los autoanticuerpos frente a citrulina se

encuentran solo en un subgrupo de pacientes. Con un nuevo estudio de

187



contingencia (y2, IC 95%, valor de p corregido por Bonferroni), se
estudid6 como se distribuyen los dos alelos de cada marcador en
pacientes que presentan o no anticuerpos citrulinados y factor
reumatoideo. El objetivo de este andlisis consiste en encontrar
marcadores genéticos (SNPs) que puedan relacionarse con los
marcadores serologicos con el fin de poder conocer qué perfil de
expresion de marcadores seroldgicos se asocia con qué perfil
genotipico y de esta manera poder conocer una variable a partir de la
determinacion de la otra, ademas de encontrar una relacion indirecta
con la gravedad de la enfermedad (niveles mas altos de anticuerpos se
relacionan con mas actividad). En la tabla 26 se muestran los
resultados de los marcadores que presentan significatividad en el

estudio de contingencia.

Tabla 26. SNPs asociados con presencia/ausencia de FR.

Presencia de Anticuerpo anti péptido citrulinado

Gen/SNP v’ | OR(95% IC) | Valor de P
SLCO1B1 rs11045879 Cvs T 5,85 | 0,5 (0,27-0,93) 0,035
Factor Reumatoide

Gen/SNP v* | OR (95% IC) | Valor de P
TNF-a rs361525 (G-238A) G vs A 9,12 | 0,7 (0.16-0.89) 0,044
PTPN22 Tvs C 32,1 | 2,4 (1,35-4,79) 0,012

En este caso el alelo C del polimorfismo estudiado para el

SLCO1B1 esta mas representado en pacientes ACCPs negativo (OR
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0,5 (0,27-0,93) p=0,035). El alelo G del polimorfismo estudiado para
el TNF-a rs361525 (G-238A) se asocia a la ausencia de factor
reumatoide (OR 0,7 (0,16-0,89) p=0,044) mientras que el alelo T del
PTPN22 T vs C se asocia a la presencia del mismo (OR 2,4 (1,35-

4,79) p=0,012).

A continuacion el estudio se centrd en variables clinicas que
se asocian con la gravedad de la enfermedad. En este sentido se
realizaron dos estudios de correlacion entre las variantes alélicas de
los marcadores y las manifestaciones extra-articulares y entre las
variantes alélicas y el pinzamiento articular y la presencia de
erosiones. En la tabla 27 se presentan aquellas correlaciones para las

gue se obtuvo significatividad estadistica.

Tabla 27. Asociacion entre pinzamiento articular SNP PTPN22
C1858T.

Presencia de Pinzamiento articular

Gen/SNP 1 OR alelo C (95% IC) | Valor de P

PTPN22 C1858T 9,12 0,8 (0,20-0,90) 0,031

En este caso el alelo el alelo C del SNP PTPN22 C1858T se
asociaria con una menor incidencia de pinzamiento articular (OR 0,8

(0,20-0,90) 1C 95% p=0,031).
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DAS28

En cuanto al grado de actividad de la enfermedad relacionada

con el genotipo los resultados obtenidos se muestran en la figura 36:

SLCO1B1_C>T_rs11045879 DAS28_IL-4_rs2070874_C33T DAS28_IL-6_rs1800796_-572G>C
0.0153
81 — ooora 81 0.0221 81 0.0021
0.0202 0.0032
6-
0.0948 © ©
(9N ]
[9))] (%))
< <
(m) (a)
O'ﬁﬁﬁ_ O'ﬁﬁﬁ_
cCC CT TT GG GC CC

Figura 36. Relacion entre la actividad de la enfermedad medida
mediante la escala DAS 28 y el genotipo. Estudio no paramétrico de

kruskal wallis.

El alelo T del SLCO1B1 se asocia a mayor actividad de la
enfermedad ya que se observa que individuos homocigotos para este
alelo presentan mayor actividad frente a individuos homocigotos para
el alelo C (p=0,0153). En cuanto a la IL-4 parece que los individuos
homocigotos para el alelo T de nuevo presentan un mayor grado de
actividad de la enfermedad que aquellos heterocigotos (p=0,0202) y
que aquellos homocigotos para el alelo C (p=0,0221). Finalmente los
individuos homocigotos para el alelo C del polimorfismo estudiado
para la IL-6 presentaron también un mayor grado de actividad que los
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individuos heterocigotos (p=0,0032) y que aquellos que fueron

homocigotos para el alelo G (p=0,0021).

4.5 Estudio de correlaciones entre expresion en neutrofilos y
variables clinicas en pacientes con artritis reumatoide.

En este caso no se encontraron correlaciones con significacion

estadistica entre los valores de expresion y las caracteristicas clinicas

estudiadas.

4.6 Estudio de correlaciones entre genotipo y respuesta a
MTX.

La tabla 28 recoge las caracteristicas clinicas de los pacientes
agrupados segun la respuesta o ausencia de respuesta a MTX. En ella
se observa que las poblaciones son similares y que Gnicamente existen
diferencias significativas en cuanto al habito tabaquico vy
evidentemente en cuanto a la respuesta al farmaco. Se observa que
entre los pacientes no respondedores hay mayor nimero de fumadores

(37% frente al 26% p=0,042).
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Tabla 28. Caracteristicas clinicas pacientes respondedores y no

respondedores a MTX

DATOS CLINICOS RESPO(EI:D“I;)DORES NO RESIZ?:I\SEISD)EDORES Val?)r de
EBAD (ANOS), media & 51,3+ 10,3 53,1+ 12,4 048
SEXO FEMENINO n (%) 34 (75,5) 28 (80) 0,52
DAS28 media + SD 42403 41+05 0.26
DURACION DE LA
ENFERMEDAD (AROS), 71464 89+5,7 0,24
media + SD
FACTOR REUMATOIDE
POSITIVO, 2 (%) 37 (82,2) 26 (74,3) 0,001
ACCP POSITIVO, n (%) 29 (64,4) 21 (60) 0,54
FUMADORES (%) 12 (26,6) 13 (37,1) 0,042
MEDIA DOSIS MTX mg 15 (12,5-25) 18 (12,5-25) 0,28

(min-max)

Con los datos recogidos se estudid la posible asociacion entre

la respuesta al farmaco y los polimorfimos genéticos. Los resultados

para los analisis realizados se muestran en la siguiente tabla:
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Tabla 29. Polimorfismos estudiados y su asociacion a la respuesta a

MTX.
RESPONDEDORES MOZ
(n=45) RESPONDEDORES
(n=35)
0,
Gen/ SNPs | N (%) N (%) o5 || GREBTE | VALOIK
Cl) P

MTHFR
rs1801133
cc 16 (35,5) 11 (31,4) 0,221 | 1,07 (0,75-1,37) 0,891
cT 24 (51,3) 20 (57,1)
T 5(11,1) 4(11,4)
ALELO de
respuesta
c 58,1 60,2 | 0,051 | 1,1 (0,63-1,64) 0,823
rs1801131
AA 23 (51,1) 17 (48,6) 0,107 | 1,06 (0,72-1,58) 0,741
AC 19 (42,2) 16 (45,7)
cc 3(6,6) 2(57)
ALELO de
respuesta
A 70,8 74,3 | 0,262 | 0,98 (0,54-1,37) 0,608
SLCO1B1
rs11045879
cc 0 (0) 2(57) 0,008 | 1,01 (0,62-1,65) 0,911
cT 15 (33,3) 9 (25,7)
TT

30 (66,6) 24 (68,6)
ALELO de
respuesta
C

16,7 17,1 0,007 | 1,08 (0,78-1,59) 0,937
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NO-

RESPO(,:E‘FS)DORES RESPONE)EDORES
(n=35)

Gen/ SNPs | N (%) N (%) 2 OR(%E’% VA'I;OR
TNFa
51799724
T 33 (73.3) 28 (80) 0,277 | 1,18 (0,62-2,23) 0,599
TC 9 (20) 7 (20)
cC 3(6,7) 0(0)
ALELO de
respuesta
T 86,7 88,6 | 0,145 | 1,04 (0,59-1,74) 0,703
51800629
GG 39 (86,6) 30 (87,7) 0,151 | 1,15 (0,58-2,26) 0,698
GA 5 (11,) 5 (14,3)
AA 1(2,2) 0(0)
ALELO de
respuesta
A 86 75| 007]1,02 (061-1,64) 0,792
rs361525
GG 39 (86,7) 29 (82,8) 0,543 | 1,27 (0,69-2,34) 0,461
GA 4(89) 6 (17.)
AA 2 (4.4) 0(0)
ALELO de
respuesta
G 89,2 94,3 1,422 1,14 (0,68-1,87) 0,233
110
51800896
GG 5(11,1) 8 (22,8) 2864 | 1,79 (0,78-4,08) 0,091
GA 24 (53,3) 11 (314)
AA 16 (35,5) 16 (45,7)
ALELO de
reSpUeSta
G 375 38,6 | 0,022 | 1,05 (0,54-1,67) 0.883
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RESPONDEDORES
(n=45)

NO-
RESPONDEDORES
(n=35)

Gen/ SNPs

IL-4

N (%0)

N (%)

%2

OR (95 %
Cl)

VALOR

rs2070874

CcC

30 (66,6)

23 (65,7)

0,146

1,09 (0,69-1,68)

0,703

CT

14 (31,1)

9 (25,7)

TT

1(2,2)

3(8,5)

ALELO de
respuesta

T

16,7

24,3

1,03 (0,62-1,81)

0,201

TNFRSF1B

rs1061622

GG

31 (68.8)

28 (80)

0,939

1,23 (0.82-1.85)

0,332

TG

14 (31,1)

7 (20)

TT

1(2,2)

0(0)

ALELO de
respuesta

T

15,8

20,1

0,535

1,01 (0,59-1,78)

0,464

FCGR3A

rs396991

AA

18 (40)

19 (54,3)

0,77

1,30 (0,48-5,31)

0,38

AC

22 (48,8)

14 (40)

CcC

5(1,1)

2(57)

ALELO de
respuesta

A

69,2

70,4

0,014

0,98 (0,61-1,81)

0,9042

FCGR2A

rs1801274

AA

8(17,7)

7 (20)

0,042

1,06 (0,58-1,61)

0,838

AG

30 (66,6)

20 (57,1)

GG

7 (15,5)

8(22,8)

ALELO de
respuesta

A

45,8

50,2

0,308

1,12 (0,64-1,98)

0,579
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RESPONDEDORES
(n=45)

NO-
RESPONDEDORES
(n=35)

Gen/ SNPs

STAT4

N (%0)

N (%)

%2

OR (95 %
Cl)

VALOR

rs7574865

GG

26 (57,7)

14 (40)

2,841

1,41 (0,93-2,11)

0,092

GT

15 (33,3)

16 (45,7)

TT

4(8,8)

4(11,4)

ALELO de
respuesta

T

22,5

32,9

2,446

1,14 (0,71-1,95)

0,118

PTPN22

rs2476601

CcC

32 (71,1)

33(94,3)

6,911

3,55 (1,96-13,1)

0,009

CT

12 (26,6)

2(5,7)

TT

1(2,2)

0(0)

ALELO de
respuesta

T

15,8

25

5,758

3,48 (1,84-9,47)

0,016

IL-6R

rs2228145

AA

14 (31,1)

17 (48,6)

2,301

1,13 (0,78-3,51)

0,316

AC

23 (51,1)

14 (40)

CcC

8 (17,7)

4(11,4)

ALELO de
respuesta

A

62,5

70,1

1,097

1,11 (0,67-2,87)

0,295

IL-6

rs1800796

CcC

35(77,7)

33(94,3)

0,235

1,07 (0,58-1,97)

0,628

GC

8 (17,7)

2(2,2)

GG

2(4,4)

0(0)

ALELO de
respuesta

C

90,8

92,9

0,381

1,11 (0,61-1,81)

0,411
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El dnico polimorfismo para el que se han obtenido diferencias
significativas entre presencia del mismo y respuesta a MTX es el alelo
T del PTPN22 C1858T, que se asocia a mayor probabilidad de que
exista una buena respuesta al farmaco (OR 3,48 (1,84-9,47) p=0,016).

4.7 Estudio de correlaciones entre expresion en neutrofilos y
respuesta a MTX.

En este estudio se compar6 la expresion de los ocho genes
estudiados entre aquellos pacientes que respondieron o no al MTX

obteniéndose la distribucion gue se muestra en la figura siguiente:
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Figura 37. Relacion entre la expresion en neutrofilos y la respuesta a

MTX. Se realiz6 una prueba estadistica de U Mann Whitney para
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analizar las diferencias entre respondedores y no respondedores. Las
diferencias son estadisticamente significativas cuando p<0,05.

La distribucion en la expresion s6lo mostré diferencias
significativas para los genes STAT3 (p=0,0164) y TNF alfa
(p=0,0030), en el resto de los casos la expresion es similar entre

respondedores y no respondedores.

4.8 Estudio de correlaciones entre genotipo y toxicidad a
MTX.

De los 80 pacientes con AR tratados con MTX 14 de ellos
tuvieron reacciones adversas a MTX. Doce de ellos tuvieron
reacciones adversas de tipo gastrointestinal (nduseas y vomitos), uno
de ellos presentd reacciones hematoldgicas (hemoglobina < 10 g/dL) y
un paciente presentd aumento de las enzimas hepaticas amino-
transferasas. Las caracteristicas clinicas de los pacientes que
presentaron reacciones adversas no presentaron diferencias
significativas frente a los pacientes que presentaron buena tolerancia a
MTX (tabla 30). Unicamente se observd que los pacientes que
tuvieron reacciones adversas presentaron en menor porcentaje ACCP

positivos.
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Tabla 30. Caracteristicas clinicas de los pacientes que desarrollaron y

que no desarrollaron toxicidad a MTX.

TOXICIDAD
DATOS CLINICOS AMTX NO TOXICIDAD A | vl de P
- MTX (n=66)
(n=14)

EDAD (ANOS), media+SD | 54,7 %152 51,8+ 14,2 0,29
SEXO FEMENINO n (%) 3(21,4) 15(22,7) 0,19
DAS28 media + SD 43+08 4,1+0,6 0,31
DURACION DE LA 9,6 +54 74+62 0,084
ENFERMEDAD (ANOS),
media = SD
FACTOR REUMATOIDE 11(78,%) 54 (81.8) 0.34
POSITIVO, n (%)
ACCP POSITIVO, n (%) 6(42.8) 46 (69.6) 0,041
FUMADORES (%) 5(35,7) 23 (34,8) 0,47
MEDIA DOSIS MTX mg 15 (12,5-25) 15 (12,5-25) 1

(min-max)

En cuanto al andlisis genotipico, éste mostr6 que el alelo C

del rs11045879 del gen SLCO1B1 se correlacion6 con la presencia de

reacciones adversas a MTX (tabla 31). El resto de marcadores

estudiados no se asociaron a la presencia de efectos adversos.
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Tabla 31. Polimorfismos

relacionados con

la toxicidad por

metotrexato.
NO
TOXI_CIDAD TOXICIDAD
(n=14) (n=66)
Gen/SNPs | N (%) N (%) 2 | OR 95 % cI) VAII;OR
MTHFR
rs1801133
ccC 6 (42,8) 22 (33,3) 0,638 | 1,21 (0,64-3,14) [ 0,728
CT 7 (50,1) 37 (56,1)
1T 1(7,1) 8(12,1)
ALELO de
toxicidad
C (58,8) (60,1) 0,016 | 1,42 (0,54-3,68) | 0,898
rs1801131
AA 8 (57,1) 33 (50,1) 1,948 1,10 (0,77-1,25) | 0,378
AC 4 (28,6) 30 (45,5)
ccC 2(14,3) 4 (6,1)
ALELO de
toxicidad
A (71,9) (73.3) 0,027 | 1,31 (0,49-3,41) | 0,871
SLCO1B1
rs11045879
3,84 (1,57-
cc 2(14,3) 1(1,5) 6,335 14.12) 0,032
CT 2 (14,3) 21 (31,8)
TT 10 (71,4) 45 (68,2)
ALELO de
toxicidad
C (28,6) (16,1) 4,141|2,71(0,89-9,17) | 0,037
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NO

TO)(;I:C;BAD TOXI E: IDAD
(n=66)

Gen/ SNPs | N (%) N (%) 2 |OR@s%cr) | AR
TNFa
1s1799724
TT 12 (85,7) 51 (77,3) 1,776 | 1,51 (0,42-6,96) | 0,414
TC 2 (14.3) 13 (19,7)
cc 0(0) 3(4,5)
ALELO de
toxicidad
T (13,3) (12,5) 0,016 | 1,08 (0,59-4,41) | 0,899
rs1800629
GG 12 (85,7) 59 (89,4) 0,059 | 1,18 (0,31-4,53) | 0,808
GA 2 (143) 8(12,1)
AA 0(0) 1(1,5)
ALELO de
toxicidad
A (10,1) (7.5) 0,217 | 1,14 (0,52-3,47) | 0,641
rs361525
GG 10 (71,4) 58 (87,9) 1,295 1,7 (0,54-5,28) | 0,523
GA 3(21,4) 8 (12,1)
AA 1(7,2) 3(4,6)
ALELO de
toxicidad
G 13,3 8,1 0,841 (1,21 (0,61-2,84) | 0,359
IL-10
rs1800896
GG 2 (14.3) 11 (16,7) 0,795 | 1,14 (0,29-4,53) | 0,735
GA 5(37,7) 31 (46,9)
AA 7 (50,1) 25 (37,9)
ALELO de
toxicidad
G (70,1) (60,6) 0,941 | 1,08 (0,47-2,71) |0,331
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NO

TO)((nLCl'gAD TOXIE:IDAD
(n=66)

Gen/SNPs | N (%) N (%) 2 |OR (95 % 1y VAIEOR
IL-4
rs2070874
cC 10 (71,4) 44 (66,7) 2,721(1,2 (0,42-3,47) |0,257
CT 2 (14,3) 19 (28,9)
T 2(14,3) 3(4.5)
ALELO de
toxicidad
T (23,3) (18.8) 1,241 [ 1,08 (0,67-1,97) | 0,256
TNFRSF1B
rs1061622
GG 11 (78,6) 49 (72,1) 0,178 | 1,05 (0,85-1,30) | 0,673
TG 3(21,4) 18 (26,5)
TT 1(15)
ALELO de
toxicidad
T (86,7) (81,9) 0,404 | 1,10 (0,85-1,29) |0,254
FCGR3A
rs396991
AA 7 (50,1) 30 (44,8) 0,693 | 1,11 (0,73-1,68) | 0,707
AC 5(35,7) 31 (46,3)
cC 2(14,2) 6 (8,9)
ALELO de
toxicidad
A (76,7) (68,1) 0,869 | 1,15 (0,68-1,87) | 0,351
FCGR2A
rs1801274
AA 2 (14,3) 13 (19,4) 0,206 | 1,06 (0,84-1,36) | 0,902
AG 9 (64,3) 41 (61,2)
GG 3(21,4) 13 (19,4)
ALELO de
toxicidad
G (56,7) (51,9) 0,233 (1,01 (0,51-2,14) | 0,629
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NO

TO)(;I:CJBAD TOXI E: IDAD
(n=66)

Gen/SNPs | N (%) N (%) 2 |OR (95 % 1y VAII;OR
STAT4
rs7574865
GG 7 (50) 35(52,2) 0,103 | 1,09 (0,35-3,46) | 0,951
GT 6 (42,9) 26 (38,8)
TT 1(7,1) 6 (9)
ALELO de
toxicidad
T (76,7) (73,1) 0,163 1,01 (0,83-1,24) | 0,686
PTPN22
rs2476601
cC 11 (78,6) 55 (80,9) 0,095 | 1,05 (0,79-1,37) | 0,758
CT 3(214) 12 (17,6)
TT 0(0) 1(1,5)
ALELO de
toxicidad
T (13,3) (11,2) 0,107 [ 1,04 (0,79-1,37) | 0,743
IL-6R
rs2228145
AA 7 (50) 25(37,3) 1,048 | 1,53 (0,59-3,95) | 0,592
AC 6 (42,9) 32 (47,8)
cc 1(7,2) 10 (14,9)
ALELO de
toxicidad
A (70,1) (64,4) 0,353 1,11 (0,48-3,45) | 0,553
IL-6
rs1800796
cc 0(0) 2(3) 2,94 |1,16 (0,61-3,11) | 0,230
GC 0 (0) 10 (14,9)
GG 14 (100) 55 (82,1)
ALELO de
toxicidad
C (13,3) (7,5) 1,11 |1,19(0,51-2,94) 10,291
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Expresién de ARNm

de FcGRIIB

Expresién de ARNm de TNF

4.9 Estudio de correlaciones entre expresion en neutrofilos y
toxicidad a MTX.

En este apartado se estudio la posible correlacién entre el grado
de activacién en neutrofilos y la presencia o ausencia de toxicidad
asociada a MTX. Del resultado de este estudio se desprende que no
existe asociacion entre estas variables y por tanto el desarrollo de
reacciones adversas a MTX no se veria influenciado por el grado de

activacién de los neutrdfilos en pacientes con AR (figura 38).
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Figura 38. Relacion entre la expresion en neutrdfilos y la toxicidad a

MTX medida con el test U de mann whitney.
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4.10 Estudio de correlaciones entre genotipo y respuesta/

toxicidad a anti-TNF-a.

En este subestudio se identificaron 24 pacientes en tratamiento

con anti-TNF-a. Entre estos pacientes 14 presentaron una buena

respuesta al tratamiento mientras que 10 de ellos presentaron una mala

respuesta. Las caracteristicas clinicas y demogréficas de estos

pacientes se muestran en la tabla 32:

Tabla 32. Caracteristicas clinicas de los pacientes respondedores y no

respondedores a anti- TNF- a.

NO
DATOS CLINICOS RESPONDEDORES RESPONDEDORES | Valor de P
(n=14)
(n=10)

EDAD (AROS), media + SD 54+9 53+8 0,56
SEXO FEMENINO n (%) 10 (71) 9 (65) 0,52
DAS28 media + SD 224+£1.2 1,96 +£0,9 0,26
DURACION DE LA
ENFERMEDAD (ANOS), 6,134 9,3+3,6 0,24
media = SD
FACTOR REUMATOIDE

9 (62) 7 (70) 0,91
POSITIVO, n (%)
ACCP POSITIVO, 1 (%) 8 (57) 5 (36) 0,54
FUMADORES (%) 4(28) 4 (40) 0,042
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El bajo nimero de sujetos en tratamiento con anti-TNFs
encontrado en nuestro estudio hace que en la mayoria de casos el
numero de pacientes pertenecientes a cada grupo de los polimorfismos
estudiados (homocigoto wild-type, heterocigoto, homocigoto) sea 0 o
de un paciente por grupo con lo que la tabla completa de
polimorfismos no puede construirse y dado el ndmero tan bajo de
pacientes tampoco tendria interés. En este caso el Unico polimorfismo
que ha mostrado asociacion a la respuesta a anti-TNF es el estudiado

para el PTPN22, concretamente el alelo T se asocia a mejor respuesta

a anti-TNF (OR 3,123 (1,92-5,01) P=0,001):

Tabla 33. Polimorfismo asociado a la respuesta a anti-TNF.

Chi
Gen/ SNP OR (95% CI) OR (95% CI) |cuadrado| P
Alelo T: 3,123 (1,92- Alelo C: 0,63
PTPN22_C1858T 5,01) (0,421-0,813) 10,181 | 0,001

Por otro lado y dado el bajo tamafio muestral en especial de

pacientes en tratamiento con anti-TNFs no se ha hallado asociacion

con la toxicidad, ya que no se identificé ningln paciente con efectos

adversos asociados a los anti-TNF mas alla de la reaccion habitual de

irritacion local en un bajo nimero de sujetos (2). En el resto de los

pacientes en tratamiento con este sub-grupo de farmacos bioldgicos, el
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farmaco fue bien tolerado y si se produjo la retirada del mismo fue por

ineficacia.

4.11 Estudio de correlaciones entre expresion en neutrofilos
y respuesta/ toxicidad a anti-TNF-a.

En este subapartado de nuevo, dado el bajo niUmero de pacientes
gue fueron tratados con anti-TNFs y el bajo nimero de muestras
viables para la extraccion de ARN, no se obtuvieron resultados

estadisticamente significativos.
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5. Discusion:
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El presente trabajo de tesis doctoral se ha focalizado en la
posible asociacion entre diferentes variantes genéticas y de expresion
neutrofilica con la posibilidad de padecer AR asi como de la respuesta
y toxicidad al tratamiento con MTX y anti-TNF-o. Entre los
principales resultados del presente trabajo de tesis doctoral destacan:
1) La presencia de cuatro polimorfismos genéticos localizados en los

genes MTHFR_A1298C, TNFa -238G>A, FCGR3A_C559A vy

PTPN22_C1858T asociados con la presencia de enfermedad; 2) La
existencia de 4 haplotipos o combinaciones de marcadores genéticos
correlacionados con la presencia de enfermedad; 3) El mayor grado de
activacién de neutrofilos en pacientes respecto a individuos sanos,
medida por la sobreexpresion de mediadores inflamatorios; 4) La
asociacion de la expresion de factor reumatoide a la presencia de los
polimorfismos T en el caso de la region estudiada del gen PTPN22 y
G en el caso de la region promotora -238 del TNF alfa; 5) Se obtuvo
una correlacion entre el polimorfismo PTPN22_C1858T y la respuesta
a MTX y entre este mismo polimorfismo vy la respuesta a anti-TNF-a.
Ademas se ha observado que existe una asociacion entre la expresion
en neutrofilos de los genes STAT3 y TNF-a y la respuesta a MTX; 6)

Por ultimo se observo la presencia de asociacion entre el polimorfismo

211



SLCO1B1 rs11045879 y la toxicidad derivada del tratamiento con
MTX.

Los resultados obtenidos en este estudio objeto de tesis doctoral
aportan nueva evidencia sobre la susceptibilidad genética a padecer la
enfermedad asi como de la influencia de la carga genética en la
respuesta y toxicidad al tratamiento, lo cual puede ser de potencial
utilidad a la hora de manejar el diagnostico, evolucion y tratamiento

de los pacientes con AR en esta area geografica.

Entrando en detalle en los resultados, encontramos que nuestra
poblacién de estudio podria considerarse representativa de la
poblacién caucésica a nivel de los perfiles genéticos estudiados, lo que
se confirma con la ausencia de diferencias significativas a nivel de los
polimorfismos presentes en dichos genes entre la poblacién del
estudio Hap Map y nuestra muestra. Ademas se confirma que en estos
genes no se ha producido ningun tipo de alteracion genética y que la
herencia de los mismos no se ha visto modificada por factores
externos o mutaciones somaticas lo que se confirma con el estudio del
equilibrio de Hardy Weinberg. Este equilibrio se cumple para todos
los polimorfismos estudiados.

Como se ha resaltado previamente en el subestudio de

diferencias genotipicas entre casos y controles, se han identificado 4
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polimorfismos mas presentes en individuos enfermos que en sanos. El
primer SNP se relaciona con la actividad de la MTHFR, enzima muy
importante en la regeneracién de folato reducido, fundamental en la
sintesis de purinas, que se ha relacionado mas con los efectos del
tratamiento con MTX que con la propia enfermedad. Como ya se ha
comentado el MTX inhibe indirectamente esta enzima y se ha
observado que el polimorfismo A1298C en este gen da como
resultado una variante termolabil con detrimento de la actividad
enzimatica habiéndose descrito un amplio rango de efectos clinicos
asociados: algunos estudios proponen la existencia de una eficacia
incrementada de MTX (127), una mayor susceptibilidad para
presentar la enfermedad AR (114) y un incremento en la toxicidad
(128-130). En nuestro caso es el alelo A del SNP A1298C el que se ha
encontrado mas representado en la poblacién enferma, mientras que
en estudios previos es el polimorfismo CC el que se ha hallado mas
frecuentemente en pacientes con AR (114), aunque al estudiar en
profundidad la distribucién de los alelos no se hayan encontrado
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos. De otros
estudios previos se desprende que no existen diferencias entre
individuos sanos y enfermos en cuanto a la distribucion de este

polimorfismo (131, 132) y en nuestro caso el nivel de significacion
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estadistica se encuentra al limite (p=0,0461) lo que hace pensar que el
resultado pueda no ser clinicamente significativo.

El siguiente polimorfismo estudiado que mostré diferencias
con significacion estadistica se localiza en el gen TNFa en la region
promotora, concretamente en el locus -238. En este caso de los
posibles alelos (G/A) es el G el que se ha encontrado mas
frecuentemente en nuestra poblacion enferma (OR; IC 95% Alelo G:
1,487 (1,098-2,014) p=0,0279). Los estudios publicados hasta el
momento no son concluyentes en cuanto a la aportacion de éste SNP
al riesgo de sufrir AR (118, 133). De hecho los estudios publicados no
han podido establecer una relacion con la patologia, aunque si con la
evolucion de la misma, habiéndose descrito el alelo GG como un
factor de riesgo para la mayor incidencia de erosiones articulares
(118). Por otro lado se han obtenido resultados contradictorios en
cuanto a la produccion de TNFa. En diferentes estudios se ha descrito
un aumento en los niveles de TNFa tanto en los pacientes portadores
del alelo A como en los portadores del alelo G (134, 135). Por otro
lado los portadores del alelo GA se encontrarian asociados a un
desarrollo més leve de la enfermedad (118). El alelo mas prevalente es
en nuestro caso el que se ha visto asociado a la patologia, lo que tiene

sentido teniendo en cuenta que se ha relacionado en otros estudios con
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formas mas graves de la patologia acompafiadas de titulos elevados de
FR (118). El propio FR se baraja como posible desencadenante del
proceso patoldgico por su participacién en la formacién de ICs (136).
Es necesario en cualquier caso aumentar el tamafio muestral para
poder establecer la fiabilidad de este resultado.

El alelo estudiado para el FcyRIIIA es el tercer polimorfismo
gue mostrd asociacién con la enfermedad. En este caso el cambio de
alelo supone un cambio en la proteina traducida de una valina en
posicion 158 a una fenilalanina (Vall58Phe; rs396991 C>A).
Concretamente el alelo C es el que se encuentra mas frecuentemente
en pacientes (OR; IC 95% Alelo C: 1,650 (0,994-2,913) p=0,0181).
En este caso los resultados publicados son controvertidos ya que la
distribucion de este SNP difiere en funcién de la poblacion de estudio.
En un estudio en poblacion sueca fue el polimorfismo 158VV el méas
frecuente en poblacion enferma, aunque al estratificar por sexo esta
mayor prevalencia no se observo en poblacion femenina, en la que
ademas se observd que aguellas que poseian la variante 158PP tenian
una forma mas grave de la patologia con valores mas elevados de
DAS28 (103). En otro estudio llevado a cabo en poblacion caucésica
se observd que el polimorfismo 158VV no se encontrd mas

representado en poblacion enferma aunque si hubieron diferencias
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estadisticamente significativas cuando se estratificaron los pacientes
realizando el andlisis con los AACP positivos (137). Por ultimo
nuestros datos son corroborados por un meta analisis desarrollado en
2008 basado en 10 estudios diferentes. Este estudio mostré una
asociacion del polimorfismo rs396991 CC con la presencia de
enfermedad en poblacion europea, hecho que no se cumplié para
poblacién asiatica (138). En cuanto al mecanismo por el que podria
influir en la aparicion de la enfermedad, actualmente se sabe que este
polimorfismo genera un receptor que se une con mayor afinidad a la
Fc de la IgG1 e 1gG3, lo que provoca una mayor afluencia de calcio al
interior de la célula y por tanto mayor activacion de las células
portadoras de este receptor (NKs, monocitos etc) (103).

Para finalizar el apartado de polimorfismos asociados a la
enfermedad, el alelo T del SNP PTPN22_C1858T se ha encontrado
maés frecuentemente en individuos enfermos que en sanos. Respecto a
los datos publicados hasta el momento, en un meta analisis basado en
un total de 32 estudios se observé que dicho alelo se encontraba mas
frecuentemente en individuos enfermos con un OR de 1,62 (p<0,001),
aunque esta diferencia, de nuevo, no se observo en poblacion asitica.
Hasta el momento este polimorfismo es el que con mayor fuerza se ha

asociado a la patologia fuera de la region HLA (139). Este gen
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codifica una proteina tirosin fosfatasa que se expresa
mayoritariamente en tejido linfoide. Esta enzima estd implicada en
maultiples vias de sefializacion asociadas a la respuesta inmunitaria y
tiene un papel fundamental en la inhibicion de la activacion de
linfocitos T y B. Este polimorfismo se asocia a un fallo en esta
inhibicion, lo que hace que este grupo celular esté sobre estimulado y
contribuye a la cronificacion de la respuesta inmunitaria (124).
Previamente ya hemos comentado la importancia de la
contribucion genética conjunta al riesgo de padecer enfermedades
autoinmunes. En nuestro estudio hemos identificado cuatro haplotipos
que podrian influir en la aparicién de la enfermedad ya que muestran
una distribucién con diferencias estadisticamente significativas entre
individuos enfermos y sanos. El primer haplotipo identificado es el
correspondiente a los alelos ACC localizados en los genes TNFa G-
238A, FCGR3A 559C>A y PTPN22 C1858T respectivamente. Este
haplotipo podria tener un papel protector frente a la enfermedad ya
gue se ha localizado con mayor frecuencia en individuos sanos (8%
frente al 2% p=0,0055). La presencia del alelo G en la region
promotora del TNFa se ha asociado a formas mas graves de la
patologia y en nuestro estudio este polimorfismo aislado se ha

asociado a la presencia de enfermedad, con lo que los resultados
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concuerdan, aunque, como ya se ha comentado, de momento no se
puede establecer la asociacion firme con la enfermedad en base a los
estudios publicados hasta el momento. En el apartado anterior ya se ha
comentado que el gen FCGR3A 559C>A presenta resultados
contradictorios en nuestro caso el alelo C en asociacion con los alelos
A para el TNFa -238 y C para el alelo PTPN22C1858T se asocia a un
menor riesgo de padecer la enfermedad. En cuanto al alelo T del
PTPN22 C1858T como ya se ha comentado se encontr6 mas
relacionado en individuos enfermos que en sanos con lo que se puede
asumir que el alelo C sea mas frecuente en individuos sanos tal y
como muestra nuestro analisis.

El siguiente haplotipo identificado fue el conformado por los
alelos AA de los SNPs MTHFR A1298C y FCGR3A 559C>A
presente con mayor frecuencia en individuos enfermos que en
individuos sanos en este caso (50% frente a 38% p =0,027). Este
resultado se ve respaldado por publicaciones anteriores en el caso del
MTHFR A1298C (114) asi como por el analisis de polimorfismos
aislados realizados en nuestro estudio (apartado anterior). Igualmente
el alelo C del polimorfismo FCGR3A 559C>A se ha asociado en este

estudio con menor incidencia de la enfermedad por lo que es I6gico
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que el alelo A se encuentre mas frecuentemente en individuos
enfermos como ocurre en este caso.

El tercer haplotipo identificado es el conformado por los alelos
AG de los polimorfismos MTHFR A1298C y TNFa G-238A
respectivamente. En este caso la frecuencia en los individuos
enfermos fue del 65% frente al 51% en los sanos (p=0,0082). En
ambos casos la presencia de dichos polimorfismos por separado se ha
asociado, en nuestro estudio, a mayor riesgo de padecer la enfermedad
y por tanto es légico que en conjunto puedan tener una contribucion
mas importante al desarrollo de la patologia.

Por dltimo los alelos CC de los polimorfismos FCGR3A
559C>A e IL-6Rsol A358C parecen asociarse a la ausencia de
enfermedad (frecuencia en individuos sanos 19% frente al 9% en
individuos enfermos p=0,0065). El alelo C ya se ha asociado
previamente a la ausencia de enfermedad en el caso del polimorfismo
estudiado para el gen FCGR3A y aungue en nuestro estudio no se han
obtenido resultados relevantes para el polimorfismo estudiado en el
gen que codifica el receptor soluble de la IL-6, en estudios previos si
que se ha descrito una mayor presencia del alelo C en individuos

sanos frente a enfermos de AR (140).
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En cuanto al grado de activacion de neutréfilos, aunque todos
los marcadores parecen presentar valores de expresién més altos en
pacientes, los genes que presentan diferencias significativas (valor de
P<0,05) son FCGR3A, FCGR3B, JAK2, MMP-9 e IL-10. Con estos
datos podria decirse que los genes que mas se expresan en los
neutrofilos de sangre periférica de pacientes con artritis reumatoide
son los de los receptores de la fraccién constante de inmunoglobulina
G, que favorecen la liberacion de citoquinas proinflamatorias,
metaloproteinasas y ROS; el gen de la MMP-9 que produce dafio
directo en el tejido, el de JAK2 implicado en la transduccion de
sefiales proinflamatorias al ndcleo y el de la IL-10 que actta frenando
la respuesta inmunitaria, aunque parece ser que no alcanza la
concentracion suficiente para frenar la respuesta inmunoldgica en
pacientes con artritis reumatoide.

En cuanto a los receptores de la fraccion constante de
inmunoglobulinas, actualmente la literatura se basa principalmente en
el estudio de los polimorfismos y su relacion con la aparicion de
enfermedades autoinmunes como el lupus eritematoso sistémico o la
artritis reumatoide. También se han publicado articulos centrados en la
expresion de variantes de estos receptores en neutrofilos con menor

afinidad por inmunoglobulinas, lo que supone un menor aclaramiento
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de inmunocomplejos y por tanto formas mas agresivas de AR (141-
143). La sobreexpresion de estos receptores se ha descrito
previamente en otros grupos celulares como monocitos en pacientes
con AR (144), pero bajo nuestro conocimiento es la primera vez que
se realiza este estudio en neutréfilos de pacientes con AR, con lo que
se trata de un resultado novedoso aunque es dificil de interpretar por la
falta de precedentes publicados.

El tercer gen sobre-expresado en neutrofilos de pacientes fue el
JAK2. Este gen codifica una proteina tirosin kinasa que se encuentra
en contacto con un receptor de membrana de citoquinas y de factores
de crecimiento. Se encarga de propagar las sefiales que llegan a la
célula a través de segundos mensajeros y ciertos polimorfismos en el
mismo se han relacionado con alteraciones hematoldgicas, procesos
autoinmunes e inmunodeficiencias (145). El bloqueo de la actividad
de esta enzima es una estrategia terapéutica que se esta aplicando
desde hace relativamente poco, concretamente tofacitinib fue
aprobado en 2013 por la FDA como tratamiento para la AR. De este
modo se pretende frenar el proceso de sefializacion intracelular y no
solo el de sefializacion intercelular mediante el bloqueo de la accion
de citoquinas (146). Bajo nuestro conocimiento no existen de

momento estudios publicados que relacionen el grado de expresion de
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esta proteina en neutrofilos con la AR, sin embargo el hecho de que se
encuentre en mayor concentracion en el citoplasma de neutr6filos
procedentes de pacientes, supone que las sefiales pro inflamatorias
Ileguen al nucleo més rapido y con mayor frecuencia. El resultado de
esta actividad acelerada es mayor produccién de mediadores y
proteinas implicadas en la respuesta inmunitaria.

La MMP-9 juega un papel fundamental en la destruccion del
cartilago degrada gelatina, elastina, fibronectina, proteoglicanos y
colageno tipo IV; V; VII; X'y XI (147). Los neutréfilos expresan de
forma constitutiva esta enzima mientras que otras células del sistema
inmunitario sélo la sintetizan al activarse. En el caso de los neutréfilos
la activacién celular provoca la liberacion de MMP-9 a partir de
granulos de almacenamiento al medio extracelular, lo que provoca
dafio directo sobre los tejidos (147). La sobre-expresion de esta
enzima en pacientes de AR se ha confirmado en multiples estudios
(147-149). Ademas los neutrofilos parecen ser el grupo celular que
mas expresa MMP-9 en liquido sinovial de articulaciones con
sinovitis cronica (150). Estos datos respaldan nuestros resultados y
confirman que los neutrofilos pueden constituir una nueva diana
terapéutica, asi como las enzimas que generan, incluyendo la MMP-9,

lo que conseguiria frenar o reducir la destruccién articular.

222



La IL-10 es una de las citoquinas inmunoreguladoras. Parece
frenar la respuesta inmunitaria y se ha barajado como posible
tratamiento de la patologia, aunque los resultados clinicos no han sido
relevantes en los ensayos llevados a cabo por el momento. Se han
descubierto diferentes funciones estimuladoras e inhibidoras ejercidas
por la IL-10 sobre una variedad de tipos celulares. El potencial
terapéutico de la IL-10 como agente antiinflamatorio deriva
basicamente de su capacidad para inhibir los monocitos/macréfagos.
In vitro disminuye la produccién de citocinas inducidas por LPS,
como IL-1, 1I-6, IL-8 y TNFa, asi como la de quimiocinas (proteina
inflamatoria del macr6fago). En estas situaciones, ademas, la IL-10
suprime la sintesis por parte de macréfagos de radicales libres y 6xido
nitrico, blogquea la produccion de colagenasa intersticial y gelatinasa B
dependiente de COX-2, y promueve la liberacion de la porcion soluble
del receptor p75 del TNFa y de antagonistas del receptor de IL-1. Esto
otorgaria a la IL-10 interesantes propiedades inmunorreguladoras, de
aplicacién terapéutica en la artritis reumatoide (151). Sin embargo, la
IL-10 tiene también propiedades inmunoestimuladoras: incrementa la
produccion de FR (152), aumenta la proliferacion de mastocitos y la
actividad citolitica de células NK, y es un potente factor capaz de

causar proliferacion y diferenciacion de células B productoras

223



de anticuerpos (152, 153). La IL-10 empieza a expresarse en la fase
tardia de la respuesta inmunitaria como respuesta inmunosupresora, el
hecho de que esté sobre expresada en neutrofilos de pacientes con AR
sugiere un intento de frenar la respuesta inmune y asi reducir los
dafios asociados a la misma.

En cuanto a los polimorfismos asociados a las caracteristicas
clinicas se observa: el alelo C del SNP estudiado para el polimorfismo
SLCO1B1 era mas frecuente en individuos ACCP negativos, el alelo
G del TNF-a rs361525 (G-238A) y el alelo T del PTPN22 se
relacionaron con la ausencia y presencia de FR respectivamente, el
alelo T del SLCO1BL1 se asoci6 a un mayor grado de actividad de la
enfermedad, el alelo C del polimorfismo rs2070874 C33T estudiado
para la IL4 también se asocié a un mayor grado de actividad al igual
que el alelo C del polimorfismo estudiado para la IL6.

Concretando en los resultados se observo que el alelo C del
SNP estudiado para el SLCO1B1 estaba mas representado en
individuos con ACCP negativos. Este dato es dificil de interpretar ya
que en principio la proteina que codifica este gen esta implicada en
procesos de internalizacion de productos al hepatocito. Juega un papel

importante en el transporte de farmacos y es responsable de multiples
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interacciones y déficits metabdlicos que pueden causar efectos
adversos a los medicamentos.

Por otro lado el alelo G del polimorfismo estudiado para el
TNF-a rs361525 (G-238A) se asocia a la ausencia de factor
reumatoide (OR 0,7 (0,16-0,89) p=0,044). No se han encontrado
estudios anteriores que relacionen ambos marcadores, pero se sabe
gue en pacientes con el alelo G se producen erosiones mas severas
relacionadas con cantidades méas elevadas de TNF-o lo que en
principio podria relacionarse con la presencia en mayores cantidades
de factor reumatoide y no con la ausencia del mismo. En cualquier
caso, el resultado esta en el limite de la significacion estadistica con lo
gue es posible que este resultado se asocie mas al azar que a una
relacion causal.

En cuanto al polimorfismo estudiado para el PTPN22 T vs C,
el alelo T se asocia a la presencia de FR en nuestros pacientes (OR 2,4
(1,35-4,79) p=0,012). Este resultado se repite en otros estudios en los
gue también se relaciona con la incidencia de otras enfermedades
autoinmunes como la diabetes tipo 1, el lupus eritematoso sistémico o
la tiroiditis autoinmune (154, 155). Hay que destacar que en un
estudio llevado a cabo sobre 3 cohortes de pacientes caucasicos con

AR se observd que este polimorfismo se asociaba al subgrupo

225



seropositivo pero no al grupo FR negativo (156) observandose ademas
gue son especialmente susceptibles los individuos homocigotos para
este SNP. Ademéas de lo que se ha comentado previamente (esta
tirosina influye en el minimo estimulo necesario para activar células
T) actualmente se sabe que provoca defectos en las vias de
sefializacién asociadas a proteinas TCR y BCR, observandose fallos
en la sefializacion en linfocitos B lo que provoca que hayan menos
linfocitos circulantes de memoria y se postula que puede derivar en
fallos a nivel de tolerancia inmunoldgica lo que induciria la
produccién de auto-anticuerpos (157).

En cuanto al grado de actividad de la enfermedad medido a
través del DAS28 se han identificado tres polimorfismos genéticos
asociados a la misma. De nuevo el polimorfismo SLCO1B1 mostro
diferencias estadisticamente significativas con un resultado dificil de
interpretar. En este caso es el alelo T el que se asocia a mayor
actividad de la enfermedad ya que se observa que individuos
homocigotos para este alelo presentan mayor actividad frente a
individuos homocigotos para el alelo C (p=0,0153). En nuestro
estudio se ha hallado una asociacion no descrita previamente entre la
presencia del alelo T y la positividad para ACCP. La presencia de

titulos elevados de ACCP se ha descrito en casos mas graves de AR
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especialmente en formas mas erosivas de la enfermedad (158). La
combinacion de estos dos resultados hace pensar que este gen pueda
estar implicado en el proceso patolégico y no sélo en el metabolismo
de farmacos, aunque por el momento no disponemos de estudios que
respalden esta teoria.

En cuanto a la IL-4 parece que los individuos homocigotos
para el alelo T presentan un mayor grado de actividad de la
enfermedad que aquellos heterocigotos (p=0,0202) y que aquellos
homocigotos para el alelo C (p=0,0221). El polimorfismo mas
estudiado en esta citoquina se encuentra en la region promotora del
gen y se ha asociado a la incidencia de asma, alergia y diferentes tipos
de céncer (159, 160). En nuestro caso el polimorfismo que se ha
asociado a una forma mas activa de la enfermedad es el rs2070874
C33T.

Finalmente los individuos homocigotos para el alelo C del
polimorfismo estudiado para la IL-6 presentaron también un mayor
grado de actividad que los individuos heterocigotos (p=0,0032) y que
aquellos que fueron homocigotos para el alelo G (p=0,0021). Este
polimorfismo se ha asociado a la patologia en poblacion asiatica
aunque los resultados son controvertidos, ya que en poblacion turca y

europea se ha descartado su asociacion a la patologia (161, 162). Este
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polimorfismo se encuentra relacionado con niveles plasmaticos
elevados de IL-6 lo que permitiria explicar que los individuos
portadores del polimorfismo menor expresen mayor cantidad de 1L-6
y en consecuencia presenten una forma mas grave de la patologia.
Actualmente esta citoquina es una diana en el tratamiento de la AR.
Concretamente el anticuerpo monoclonal Tocilizumab (RoActemra®)
actla bloqueando la actividad de la misma y ha mostrado ser eficaz en
la reduccién de los signos y sintomas de la patologia, ademas de ser
eficaz en la mejora de la capacidad funcional de los pacientes. Con
todo ello se puede concluir que el polimorfismo estudiado al suponer
niveles méas elevados de IL-6 es I6gico que se asocie a formas mas
graves de la patologia.

En cuanto a la respuesta a los farmacos, se observé que entre
los pacientes no respondedores a MTX habia una mayor proporcion de
pacientes fumadores respecto a los pacientes respondedores. El tabaco
es el factor externo que con mas fortaleza se ha asociado a la
incidencia de AR, especialmente en pacientes ACCP positivos (18).
En mdaltiples estudios se ha asociado también a la gravedad de la
enfermedad (163, 164), aunque los resultados son controvertidos por
el momento ya que se han observado incluso formas mas leves de la

patologia en grandes fumadores en otros estudios (18). En cuanto a la
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respuesta a los farmacos ya se ha descrito previamente que aquellos
pacientes fumadores activos son peores respondedores a MTX (165,
166). El habito tabaquico se ha asociado a la falta de respuesta a MTX
de manera independiente a la presencia o ausencia de ACCP, lo que
sugiere que el mecanismo por el cual contribuye a la aparicion de la
enfermedad difiere del que influye en la respuesta al farmaco (165).
Aunque se desconoce porqué influye en la respuesta al farmaco se han
propuesto varios factores como las interacciones farmacocinéticas y
farmacodinamicas. De hecho estudios recientes muestran que los
individuos fumadores presentan menor concentracion de MTX
poliglutamato, que es la forma activa del farmaco en el interior de la
célula, lo que indica que los fumadores metabolizan de forma distinta
el farmaco (165, 167).

El alelo T del PTPN22 se asocié a una mayor respuesta a
MTX en nuestros pacientes (OR 3,48 (1,86-9,47) p= 0,016). Los
resultados publicados son contradictorios y el Unico estudio publicado
por el momento que ha buscado exhaustivamente esta relacién no
consigui6 obtener resultados estadisticamente significativos, aunque si
se observo una tendencia, viéndose que los individuos homocigotos
para el alelo T eran 3 veces m&s numerosos en el grupo de

respondedores (168). Este hallazgo respalda nuestro resultado y seria
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interesante incrementar el tamafio muestral para consolidarlo y asi
poder describir un perfil genético de buenos respondedores a MTX.

En cuanto a los niveles de expresion en neutréfilos y la
respuesta a MTX se observé que aquellos pacientes no respondedores
expresaban mayores niveles de TNF-a que los pacientes
respondedores. Los neutréfilos reclutados en las articulaciones
inflamadas de los pacientes con AR producen de forma inducida por
el contacto con las células endoteliales TNF-a, lo que implica que los
neutrdfilos ademas de ser fuente de proteinas citrulinadas producen de
forma especifica la citoquina central del proceso (68). Esta citoquina
constituye un factor de gravedad de manera que los niveles elevados
se asocian a formas mas graves de la patologia. Esto hace pensar que
las formas mas agresivas y por tanto que peor responden al
tratamiento puedan presentar niveles mas elevados de esta citoquina y
una fuente importante de la misma podria constituirla los neutr6filos
gue se encuentran en grandes cantidades en las articulaciones
inflamadas.

Otra proteina que se encontré mas expresada en neutréfilos de
pacientes no respondedores respecto a pacientes respondedores a
MTX fue STAT3. Varios estudios han mostrado que este transductor

de sefial tiene un papel fundamental en la movilizacion de neutréfilos
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desde la médula en respuesta a citoquinas como el factor estimulador
de colonias granulociticas (169), lo que sugiere que la sobre expresion
de esta proteina pueda relacionarse con la mayor migracion hacia el
foco inflamatorio como de hecho ocurre en la AR. El hecho de que
haya una mayor cantidad de neutrdfilos en el liquido sinovial puede
relacionarse con formas mas agresivas de la patologia y por tanto con
una menor respuesta al tratamiento.

En el siguiente subestudio se observé que el alelo C del
rs11045879 (SLCO1B1) se encuentra mas representado en individuos
que desarrollaron toxicidad por MTX (p=0,037). Como ya se ha
comentado este gen codifica una proteina transportadora responsable
de la internalizacion del farmaco al higado y por tanto de su
metabolismo. Actualmente no existen resultados publicados que
relacionen la presencia de este polimorfismo con la toxicidad asociada
a MTX en pacientes con AR. Sin embargo hay varios estudios que
muestran un aumento de efectos toxicos en nifios con leucemia
linfobastica aguda tratados con éste farmaco (115, 170, 171). Nuestro
resultado por tanto, de confirmarse con otros estudios, podria servir
para identificar a aquellos pacientes que vayan a desarrollar reacciones

adversas a MTX.
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En cuanto a la respuesta al tratamiento con anti-TNF-a se
observé que el alelo T del polimorfismo estudiado para el PTPN22 se
asociaba a una mejor respuesta a los farmacos (p=0,001). Este
polimorfismo se relaciona con formas més agresivas de la patologia
gue en general presentan mayores niveles de TNF- a y por tanto un
blogueo del mismo serd mas efectivo en pacientes con este fenotipo de

la patologia.
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6. Conclusiones:
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1)

2)

3)

4)

5)

Hemos identificado cuatro polimorfismos asociados a la AR de
los cuales destacan por verse refrendados por la literatura y la
teoria el alelo G del TNFa-238(G/A), el alelo C del FcyRIIIA;
rs396991 C>Ay el el alelo T del SNP PTPN22_C1858T.

Se han identificado cuatro haplotipos asociados al riesgo de
padecer la enfermedad. Concretamente el ACC de los genes
TNFa G-238A, FCGR3A 559C>A y PTPN22 C1858T y el CC
de los polimorfismos FCGR3A 559C>A e IL-6Rsol A358C
parecen tener un papel protector frente a la enfermedad mientras
que el AA de los SNPs MTHFR A1298C y FCGR3A 559C>Ay
el AG de los polimorfismos MTHFR A1298C y TNFa G-2382

parecen constituir un factor de riesgo.

Se han identificado 5 genes més expresados en neutréfilos de
individuos enfermos que en sanos: FCGR3A, FCGR3B, JAK?2,
MMP-9 e IL-10.

Se ha observado que el alelo T del polimorfismo estudiado para

el PTPN22 T vs C se asocia a la presencia de factor reumatoide.

Se ha observado un mayor grado de actividad de la enfermedad
medida a través de la escala DAS28 en los pacientes portadores
de los alelos T T y C en los polimorfismos SLCO1B1 C>T
rs11045879, IL-4 rs2070874 C33T, IL-6 rs1800796 -572G>C

respectivamente.
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6) En nuestra poblacion se asocia la falta de respuesta a MTX con
el habito tabaquico y a la sobre expresion de TNF oy STAT3.

7) El alelo C del rs11045879 SLCO1B1 se encuentra mas
representado en pacientes que desarrollan toxicidad a MTX en
nuestra poblacion.

8) Por ultimo se ha descrito que el alelo T del PTPN22 C1858T se
asocia con una mayor respuesta a MTX y a los farmacos anti-
TNFa.
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ANEXO I: Hoja de informacion al
paciente.
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HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE

“Estudio famacogendmico de la artritis reumatoide”.

Estimado/a Sr./Sra:

Le proponemos participar en un estudio de investigacion sobre la
influencia de la carga genética sobre la respuesta al tratamiento de la
artritis reumatoide. Se ha demostrado que existen diferencias
interindividuales en los genes que regulan la respuesta farmacoldgica de
los principales farmacos utilizados en la artritis reumatoide. En particular
variaciones de los genes MTHFR, SLCOIBI1, TNFa, IL-10, IL1RN,
TGFbl, TNFRIIl, FCGR3A, FCGR2A, STAT4, PTPN22 e IL-6 se han
relacionado recientemente con la respuesta y/o toxicidad al tratamiento de
la artritis reumatoide con lo que parece que en un futuro se podria
predecir la respuesta al tratamiento antes de su aplicacion.

El objeto de este estudio es la validacién de estos marcadores genéticos
como predictores de la respuesta al tratamiento de la artritis reumatoide.
Dicho estudio esta aprobado por el Comité Etico de Investigaciones
Clinicas (CEIC) del Consorcio Hospital General Universitario de
Valencia (CHGUV). El presente estudio no modificard su tratamiento
habitual, recibiendo usted el tratamiento 6ptimo que estime oportuno su
médico segun practica clinica habitual, asi como el seguimiento clinico
oportuno. El dia 1 de visita, se le extraera por venopuncion en la vena del
brazo, 10 ml de sangre para realizarle el analisis genético
correspondiente. Dicha extraccion no presenta riesgo alguno ni molestia
salvo la derivada de la puncion. Ademas dicha extraccién de sangre
coincidira con la extraccion realizada en la préactica clinica habitual no
requiriendose por tanto extraccién de sangre adicional. Dicha muestra se
conservard en congelador a -80°C  etiquetada con un ndmero
identificativo siendo por lo tanto anénima. La muestra de sangre tendré
un acceso restringido a los investigadores del estudio y Unicamente se
utilizara con los fines y propositos objeto de estudio. Esta se almacenara
durante 4 afios, siendo posteriormente destruida. Si en algin momento la
muestra sufriera algin deterioro, seria destruida informandole
inmediatamente de tal accion. En caso de solicitar la destruccion de la
muestra, usted no tendria que dar explicaciones de su decision,
procediendo a la inmediata destruccién de la misma. En caso de que usted
desee conocer los resultados de sus marcadores genéticos y la
interpretacion de los mismos, puede contactar con la persona abajo citada
una vez se conozcan los resultados para beneficiarse si fuera el caso de
los mismaos.

Usted tiene derecho a no conocer los resultados de su polimorfismo
genético ni las posibles consecuencias y beneficios que de él se deriven.
Si surgiera algun problema o tuviera alguna pregunta que formular acerca
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de este estudio, respecto de sus derechos como participante en una
investigacion clinica, péngase en contacto con:

Su participacion en este estudio es completamente voluntaria y por tanto
carece de cualquier compensacion econdémica. Tanto si participa en el
estudio como si no participa en €él, y como si participando en el estudio
decide retirarse en cualquier momento y por cualquier razon, su médico
le tratard con el mismo nivel de cuidados. Tanto el investigador principal
como los otros investigadores se comprometen a mantener la
confidencialidad de sus datos, y velar porque se cumpla en todo
momento con lo establecido por la Ley Organica 15/1999 de Proteccion
de Datos de Caracter Personal.
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ANEXO I1: Consentimiento informado.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

“Estudio famacogendmico de la artritis reumatoide”.

Y0, (nombre y apellidos)........cccccvvvieieieiieie s
He leido la hoja de informacidn que se me ha entregado

He podido hacer preguntas sobre el estudio

He recibido suficiente informacion sobre el estudio

He hablado con (hombre y apellidos del investigador)..................
Comprendo que mi participacion es voluntaria.

Comprendo que puedo retirarme del estudio:

-cuando quiera

-sin tener que dar explicaciones

-sin que esto repercuta en mis cuidados medicos

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio.

Firma del participante Fecha
Firma del investigador Fecha

(Cuando proceda, p. €j., en menores y en sujetos con demencia grave,
incluir el nombre en mayusculas y la firma del representante legal del
sujeto)

MODELO DE CONSENTIMIENTO DEL REPRESENTANTE

Titulo del ensayo: “Estudio famacogenémico de la artritis
reumatoide”.

Yo, (nombre y apellidos del representante, en mayUscula y escrito de
su pufio y letra)

en calidad de (relacion con el

participante)

He recibido la hoja de informacidn sobre el estudio

He podido hacer preguntas sobre el estudio

He recibido respuestas satisfactorias a mis preguntas

He recibido suficiente informacién sobre el estudio

He hablado con (nombre y apellidos del investigador, en mayuscula y
escrito de su pufio y letra)
Comprendo que la participacion es voluntaria
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Comprende que puede retirarse del estudio:

Cuando quiera

Sin tener que dar explicaciones

Sin que esto repercuta en sus cuidados médicos

En mi presencia se ha dado a (nombre y apellidos del participante en
mayusculas) toda la informacion
pertinente adaptada a su nivel de entendimiento y esta de acuerdo en
participar. Y presto mi conformidad con que (nombre y apellidos del
participante en mayusculas) participe en este
estudio.

REPRESENTANTE LEGAL (Firmay fecha de su pufio y letra.)

Firma del representante legal Fecha

INVESTIGADOR (El investigador, o las persona designada por él
para realizar el proceso de consentimiento informado, debe firmar y
fechar el impreso al mismo tiempo que el sujeto.)

Firma de la persona que explica el consentimiento: Fecha

(Si el sujeto o el representante legal de sujeto no saben leer, es
necesaria la firma de un testigo imparcial) y en este caso se firmaria el
siguiente modelo

MODELO DE CONSENTIMIENTO ORAL ANTE TESTIGO
(independiente del equipo investigador)

Titulo del estudio: “Estudio farmacogendémico de la artritis
reumatoide”.

Yo, (nombre y apellidos del testigo, en mayuscula y escrito de su pufio
y letra) declaro bajo mi responsabilidad
que (nombre y apellidos del participante en mayusculas)
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Ha recibido la hoja de informacion sobre el estudio

Ha podido hacer preguntas sobre el estudio

Ha recibido suficiente informacion sobre el estudio

Ha sido informado por (nombre y apellidos del investigador, en
mayuscula y escrito de su pufio y letra):
Comprende que su participacion es voluntaria
Comprende que puede retirarse del estudio:

1°- Cuando quiera

2°- Sin tener que dar explicaciones

3°- Sin que esto repercuta en sus cuidados médicos

Y ha expresado libremente su conformidad para participar en el
estudio

TESTIGO IMPARCIAL (Firmay fecha de su pufio y letra.)

Firma del testigo Fecha

INVESTIGADOR (EI investigador, o las persona designada por él
para realizar el proceso de consentimiento informado, debe firmar y
fechar el impreso al mismo tiempo que el sujeto.)

Firma de la persona que explica el consentimiento Fecha
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ANEXO I11: Aprobacion del proyecto de
investigacion.
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- ANEXO 11 -

Este CEIC tras evaluar en su reunién de 17 de Febrero de 2011 el Proyecto de Investigacion:

Titulo:

“Estudio farmacogendmico de la artritis reumatoide.”

1P Dr. Javier Milara Paya | Servicio/Unidad | Fundacion Investigacion
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