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RESUMEN

La farmacogendmica es la ciencia que estudia la variabilidad genética de un individuo en
respuesta a un farmaco especifico, es decir, cada paciente o individuo expuesto a farmacos
respondera de forma diferente a un tratamiento. Esta variacién en la respuesta se presenta dadas
las diferencias interindividuales. Los principales problemas de la poblacion con artritis
reumatoide (AR) estan relacionados con los problemas de eficacia y seguridad que surgen
durante el seguimiento farmacoterapeutico de la AR.

Actualmente, existen estudios limitados sobre la farmacogendmica poblacional y no existen
estudios en poblacién colombiana; por ello, es necesario identificar y clasificar variantes
genéticas propias, en pacientes colombianos con AR, contribuyendo asi a la medicina de

precision.

El objetivo del presente trabajo fue determinar la asociacion de polimorfismos genéticos con la
respuesta al inhibidor del factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) adalimumab. Esta
investigacion es un estudio prospectivo observacional de casos y controles en pacientes con
tratamiento de adalimumab en monoterapia o terapia combinada. Se utilizé la técnica de
secuenciacion Truseq Custom Amplicén para el descubrimiento de variantes. El protocolo del

ensayo se registrd en ClinicalTrials.gov (Identificador NCT03352622)

El resultado fue la identificacion de la variante del gen FCGR2B SNP rs6666965 en pacientes
con fallo terapéutico a adalimumab. Esta identificacion contribuira a la realizacion de nuevas
investigaciones, al desarrollo de pruebas farmacogenéticas para Adalimumab antes de su uso y

a generar una base farmacogendmica para la poblacion colombiana con AR

Palabras Clave: Farmacogendmica, Polimorfismos de un solo nucleétido, Medicina de

Precision, Fallo terapéutico, Inhibidor del factor de necrosis tumoral alfa
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ABSTRACT

Pharmacogenomics is the science that studies the genetic variability of an individual in response
to a specific drug. Thus, each patient or individual exposed to drugs will respond differently to
a treatment. This type of variation corresponds to interindividual differences. The major
problems about Rheumatoid Arthritis’s (RA) pharmacogenomics population are related to

effectiveness and security issues that arise during pharmacotherapeutic follow-up to RA.

Currently, there are limited studies on the population’s pharmacogenomics and there are no
studies in the Colombian population; thus, it is necessary to identify and classify own genetic
polymorphisms in Colombian patients with RA and contribute to medical precision

The purpose of the present article was to determine the association of genetic polymorphisms
with the response to the tumor necrosis factor-alpha (TNFa) inhibitor adalimumab. This
research is a prospective observational case-control study in patients with treatment of
adalimumab in monotherapy or combination therapy. The trial protocol is registered in
ClinicalTrials.gov (Identifier NCT03352622).

The result was the identification of FCGR2B SNP rs6666965 in patients with ineffectiveness
to adalimumab. This identification will contribute to increasing success rates of
pharmacogenetics tests for Adalimumab and the generation of a pharmacogenomics basis for

RA’s population.

Keywords: Pharmacogenomics, Single nucleotide polymorphisms, Precision Medicine,

ineffectiveness, Tumor necrosis factor alpha inhibitor
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1. INTRODUCCION

1.1. Planteamiento del problema, hipétesis y pregunta de investigacion

1.1.1. Problemética frente a la variabilidad gendmica y la respuesta a medicamentos

Los seres humanos presentan variacion genética por las diferencias en su secuencia de ADN, lo
que conlleva a que la capacidad de respuesta y toxicidad a los farmacos sea diferente en cada
individuo de la poblacion. (Caskey, 2010) (Venter., 2000) La disciplina que estudia dicha
variabilidad genética, a nivel individual, en respuesta a un farmaco es denominada
Farmacogenética y la que, ademas incluye las variables ambientales en la misma, se le llama
Farmacogenomica (Howard L McLeod, 2001) (Rae.). Estas disciplinas tienen utilidad en la
practica clinica para predecir la respuesta individual de los pacientes a los diferentes farmacos, en

especial para el tratamiento de las enfermedades autoinmunes (Smolen, 2018).

De acuerdo con diferentes reportes, los medicamentos son efectivos en un rango que oscila entre
25% a 60% (Oscar Arturo Prior-Gonzéleza, 2011), es decir que el fallo terapéutico se presenta
hasta en un 75%, es por ello que se ha estudiado la variabilidad en la respuesta por adherencia, por
acceso, por interacciones con farmacos o alimentos, pero, los estudios relacionados con la
variabilidad en la respuesta por factores genéticos son limitados. La variabilidad genética se asocia
en un 90% a los Polimorfismos de un solo nucledtido SNPs, implicados en la farmacocinética y/o
la farmacodinamia de los farmacos utilizados en los diferentes tratamientos, afectando asi la
eficacia y seguridad (Tanaka E1, 2004). La farmacogendmica favorece una comprension mejor de
los mecanismos bioldgicos y, con ello, el desarrollo de modelos clinicos que predicen el farmaco

con el mayor beneficio en cada paciente.



1.1.2. Problemética frente al fallo terapéutico en Artritis Reumatoide

La Artritis Reumatoide (AR) es una enfermedad autoinmune, inflamatoria, heterogénea, crénica,
que produce inflamacién en la membrana sinovial, cartilago y hueso. (Darren & Rielly, 2010)
(Colciencias., 2016) De acuerdo con la Guia 26 para la Deteccion Temprana, Diagndstico y
Tratamiento de la Artritis Reumatoide de Colombia del afio 2014 (Colciencias., 2016), la Artritis
reumatoide, en estudios poblacionales en diferentes paises, ha mostrado una prevalencia general
entre 0,5% y 1%. Por su parte, en el censo del afio 2005 en Colombia se reportaron 200.000
pacientes con AR, incluida la poblacion juvenil (Colciencias., 2016).

En Colombia, la Artritis Reumatoide es una enfermedad de alto costo (Cuenta de alto costo: Fondo
colombiano de enfermedades de alto costo, 2020) y el 86% de los recursos invertidos en su
tratamiento corresponde a medicamentos. (Claudia Mora, 2009) (Gallardo-Solarte K, 2016) De
acuerdo con el reporte del Instituto Nacional de Vigilancia y Control de Medicamentos y
Alimentos (INVIMA), en su programa nacional de farmacovigilancia en el Boletin
FarmaSeguridad de Febrero 2016, “la Artritis Reumatoide es el segundo diagnostico con mas
reportes de Fallos Terapéuticos los cuales se definen como la falta inesperada de la respuesta de
un medicamento” (INVIMA, 2016); por su parte en Esparfia entre los 3 y 5 afios de tratamiento,
entre el 40 y el 60% de los pacientes ha tenido que suspender el tratamiento, principalmente por

motivos de falta de eficacia (Balsa, 2011).

Para los pacientes con AR, actualmente se recomienda en Colombia, instaurar un tratamiento
inicial con farmacos modificadores de la enfermedad (FARME), siendo el metotrexato el
tratamiento de eleccidn. Para los pacientes que no responden de manera satisfactoria al tratamiento
con metotrexato, los inhibidores del TNF-a (infliximab, adalimumab o etanercept), generalmente
combinados con metotrexato, se consideran de segunda linea. El rituximab y el abatacept, que
acttan sobre los linfocitos B y T respectivamente, estan aprobados como tratamientos de tercera
linea; por su parte el tocilizumab (anticuerpo monoclonal que inhibe el receptor de la interleucina
IL 6), esta aprobado para el tratamiento de la AR activa moderada o grave en pacientes adultos
con respuesta insuficiente o intolerancia a un tratamiento previo con uno o mads FARME o con un

anti-TNF-a, en combinacion con metotrexato (Colciencias., 2016).



De acuerdo con lo anterior los anti-TNF, tienen un alto uso en la practica clinica, en especial
Adalimumab; se ha confirmado en multiples ensayos clinicos, registros de pacientes y meta
analisis que una proporcion significativa de pacientes tiene que suspender el tratamiento con anti-
TNF debido a una respuesta insuficiente, ya que la remision se alcanza en tan s6lo 20 o 30% de
los pacientes (Balsa, 2011) (F.C. Breedveld, 2006) (St Clair EW, 2004) (Klareskog L, 2004).

Una revision sistematica del International Journal of Rheumatology en el 2013, reporta que
aproximadamente el 50% de los pacientes con AR en Europa interrumpen su inhibidor de TNF-a,
durante los primeros cinco afios como consecuencia de la ineficacia o de reacciones adversas al
medicamento (Arora, 2013). De forma similar, un estudio en Boston en el BRASS (Brigham and
Women 's Hospital Rheumatoid Arthritis Sequential Study) reporté que el 42% de los pacientes
con AR informaron del abandono de su tratamiento anti-TNF-a. (AGARWAL, 2008). En este
contexto, el elevado numero de pacientes que suspenden el tratamiento con anti-TNF-o disminuye
la generacion de informacion que mejore la capacidad de predecir qué pacientes responderan a las

terapias especificas.

De acuerdo con los parrafos anteriores, en el tratamiento farmacoterapéutico de la Artritis
Reumatoide en Colombia, Europa y Estados Unidos se han reportado fallos terapéuticos; estos
problemas de efectividad podrian estar asociados a la variabilidad genética de cada paciente,
incluyendo las variables ambientales, las cuales se expresan en un 90% por polimorfismos

genéticos.

1.1.3. Problemética farmacogenomica y fallo terapéutico en AR

En una revision estructurada realizada al inicio del proyecto (Puentes Osorio Y, 2018) se encontro
que a nivel mundial, existen limitados estudios sobre farmacogendmica y no se encontraron
estudios farmacogendmicos en la poblacion colombiana con AR, por lo que se hace necesario
identificar y clasificar las variantes gendmicas, en especial, polimorfismos genéticos propios de
pacientes colombianos con AR que influyen en la respuesta a los medicamentos mas utilizados en
la practica, como es el caso de Adalimumab. De esta manera es posible contribuir a una mejor

atencién en salud, teniendo en cuenta el genoma caracteristico de cada paciente con AR.



La presente investigacion, busca determinar la asociacion de variantes gendmicas con el fallo
terapéutico (variable de interés) a inhibidores del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a),
mediante un estudio prospectivo de casos y controles con uno de los anti TNF mas utilizados
Adalimumab, ademas de contribuir con informacién gendmica para la realizacion de test genéticos
especificos para la AR y a la generacion de una base farmacogendémica de la poblacién colombiana
con AR.

1.1.4. HipOtesis

En pacientes colombianos con artritis reumatoide, algunas variantes genomicas (SNP) pueden

asociarse con el fallo terapéutico al Anti TNF Adalimumab

1.1.5 Pregunta de investigacion

¢Cuales son las variantes gendmicas (SNP) de pacientes colombianos con Artritis Reumatoide que

estan asociados al fallo terapéutico del Anti TNFo Adalimumab?

1.2. Justificacion

La Artritis Reumatoide constituye un importante problema de salud publica; en los Gltimos afios
se han logrado mejores resultados de salud con la incorporacion de medicamentos modificadores
de la enfermedad sintéticos y bioldgicos. Sin embargo, se reportan problemas de variabilidad en
la respuesta lo que conlleva al fallo terapéutico de anti TNF en un 70 a 80% (Balsa, 2011) (St Clair
EW, 2004). En este sentido, la farmacogendmica, a través del estudio de variantes genéticas de
proteinas involucradas en la farmacocinética y farmacodinamia de los medicamentos (Andreés,
2010), se convierte en una forma de maximizar la eficacia de la farmacoterapia con el anti TNF

Adalimumab.



Este trabajo pretende dar una vision general de la farmacogendmica de la artritis reumatoide y la
posibilidad de utilizar, en la consulta clinica, herramientas genéticas para apoyar la decision
farmacoterapéutica con el objeto de minimizar el fallo terapéutico a Adalimumab. Ademas, es
importante mencionar que en el contexto de Colombia hay informacion limitada de
farmacogendmica, especialmente en paciente con artritis reumatoide, por tanto este trabajo es uno
de los primeros que aporta informacion sobre la variabilidad farmacoldgica en el pais asociada a
variantes genéticas. La informacion se generd utilizando técnicas de secuenciacion de

descubrimiento que permiten identificar variantes no conocidas.

1.2.1. Relevancia y pertinencia social

El trabajo es relevante, aportando informacion farmacogendmica,que no se habia identificado en
poblacion colombiana, como es el caso de las variantes genomicas asociadas con el fallo

terapéutico a Adalimumab en pacientes con AR.

La pertinencia social, esta dada por informacion generada que contribuye a mejorar las condiciones
de salud de la poblacién con AR, ya que puede ser utilizada para crear una estrategia de
identificacion de variantes genomicas asociadas a fallo terapéutico de Adalimumab, la cual
contribuye a predecir el riesgo de fallo terapéutico por factores genéticos logrando identificar los

casos en los cuales no deberia utilizarse este medicamento

1.2.2. Aporte tedricoy metodoldgico

El aporte tedrico de este estudio consiste en descubrir las variantes gendmicas en pacientes
colombianos con AR que podrian estar asociadas con el fallo terapéutico al anti TNF Adalimumab
y asi brindar la posibilidad de aplicar la investigacion de genes candidatos, seleccionados por su
importancia bioldgica, ya sea en la cinética o por su relacion en la accién farmacoldgica, en la

identificacion de individuos con riesgo de experimentar fallo terapéutico. Por ello, se espera que



la informacion generada sea susceptible de ser utilizada en préctica clinica diaria, contribuyendo
a identificar la mejor opcion terapéutica (mayor efectividad) en pacientes con artritis reumatoide.

El aporte metodoldgico en el desarrollo de investigaciones de descubrimiento de nuevas variantes
gendmicas y su asociacion con el fallo terapéutico a medicamentos, optimizando los recursos de
investigacion que son limitados y siendo muy exigentes con las medidas de asociacion entre
exposicion y resultado, a la vez que se minimizan confusores. Este tipo de estudio de casos y
controles prospectivo en la identificacion de variantes gendmicas y retrospectivo en el fallo
terapéutico a Adalimumab, puede ser utilizado como referente para investigacion de fallo
terapéutico por variabilidad genética en otros medicamentos y para el descubrimiento de variantes
genomicas en poblacion colombiana, cuya informacion es limitada, dados los altos costos de la

secuenciacion para este tipo de identificacion.

1.2.3. Viabilidad y factibilidad

Desde el inicio el proyecto de investigacion fue viable pues se conto con el apoyo de Instituciones
Prestadoras de Servicios de Salud para la vinculacion de pacientes con AR a la investigacion, se
logrd la aprobacion del comité de Etica del Hospital Pablo Tobdn Uribe, se vinculo al proyecto el
Laboratorio Unigem gue contaba con el equipo de secuenciacion para descubrimiento de variantes
gendmicas, se realizO una revision estructurada en donde se encontraron estudios
farmacogendmicos de identificacion de variantes, gracias a los cuales hoy en la practica clinica se
detectan variantes genéticas antes de prescribir ciertos medicamentos, lo cual podria aplicarse para

la AR y los Anti TNF en pacientes colombianos con AR.

La factibilidad de este estudio al inicio se vio afectada pues se esperaba incluir en el estudio
pacientes con varios Anti TNF y secuenciar mas de 140 pacientes, para ello se contaba con
recursos aportados por Minciencias en la convocatoria 727 que tan s6lo cubrian un 20% del valor
requerido; por tanto, para lograr la factibilidad del proyecto, se decidio enfocarse Gnicamente en
el anti TNF mas utilizada en ese momento y Unigem apoyo el proyecto cobrando Gnicamente los

reactivos; por lo anterior, el protocolo de investigacidn fue actualizado en el comité de ética del



hospital y se enfoco la investigacion en el anti TNF Adalimumab, garantizando asi la factibilidad
del proyecto al contar con todos los recursos para el desarrollo del mismo.

1.2.4. Relacién con politicas publicas

Desde la politica publica el contar con test predictores de respuesta a medicamentos, favorece
establecer estrategias para incluir el analisis de variantes genémicas en la poblacién y buscar el
logro de la remisién clinicas en especial en pacientes con AR, de esta manera se contribuye a
mejorar la pérdida de oportunidades terapéuticas en pro de la calidad de vida de los pacientes.

Adicionalmente, se espera que este tipo de informacion contribuya a optimizar los costos de

atencion en esta enfermedad, la cual es clasificada, en Colombia, como una patologia de alto costo.

1.3. Objetivos

1.3.1 Objetivo General
Determinar variantes genomicas en pacientes colombianos con AR y analizar su asociacion con

fallo terapéutico a Adalimumab en monoterapia o terapia combinada.

1.3.2. Objetivos Especificos
v Identificar variantes gendmicas conocidas y no conocidas mediante secuenciacion de proxima

generacion en pacientes colombianos con AR.

v Establecer la asociacion de variantes gendémicas identificadas con el fallo terapéutico a

Adalimumab en pacientes colombianos con AR

v Disefiar una base de datos integral de variantes gendmicas en pacientes colombianos con artritis

reumatoide identificando posibles biomarcadores en los estudios bioinformaticos



2. MARCO TEORICO

2.1 Farmacogendmica en la AR

La farmacogenémica, definida como el estudio de las influencias genéticas en respuesta a
medicamentos (Ritter, 2020), ha sido objeto de multiples investigaciones en los Gltimos afios,
dichas investigaciones han tenido como fin “identificar variantes génicas o productos génicos que
pueden modificar la magnitud del efecto farmacolégico y los efectos secundarios e interacciones
farmaco-farmaco”, de manera que logran cumplir con el principio que rige esta disciplina, el cual
estd basado en “definir un tratamiento farmacologico individualizado basado en el perfil genético
de cada paciente, convirtiendo el paradigma clasico de tratamiento clinico centrado en la

enfermedad en un nuevo enfoque, la medicina personalizada”. (Alvarez, 2018)

Asi mismo, la artritis reumatoide (AR), es definida como “una enfermedad autoinmune de
caracteristicas inflamatorias, de naturaleza autoinmune” que afecta en particular, pequefias
articulaciones de las extremidades superiores e inferiores (Camafio, 2020). La terapia mas comdn
para esta enfermedad son los farmacos metotrexato (MTX) e inhibidores del factor de necrosis
tumoral alfa (Anti TNF), los cuales logran reducir la inflamacion y la progresion de la enfermedad,;
no obstante, se identifica una problematica relacionada con el fallo terapéutico a estos tratamientos

convencionales. (Zhang, 2020)

Dicho lo anterior, es evidente la relacion estrecha entre la farmacogenémica y aquellas
enfermedades cronicas como la AR, toda vez que, esta disciplina ha abierto puertas de esperanza
en pacientes cuya calidad de vida ha sido reducida grandemente, pues especificamente la AR es
causante de dolores intensos asociados a inflamacién por desgaste de la membrana sinovial que
recubre las articulaciones, conduciendo a la destruccion del cartilago y del hueso yuxtaarticular,
ocasionando eventualmente a la deformidad, discapacidad y deterioro de la calidad de vida.
(Restrepo, 2016); asi mismo, se le han atribuido impactos que abarca la totalidad de 6rganos y
sistemas de d&rganos del cuerpo humano, cuyas manifestaciones cardiorrespiratorias,

dermatoldgicas, neuroldgicas y digestivas son las de mayor frecuencia. (Castro, 2019)



De igual manera, es relevante destacar el aporte realizado desde la farmacologia, pues ha
significado una mejora sustancial a partir del desarrollo de nuevos farmacos; no obstante, “la
respuesta no es universal para ninguna de las opciones de tratamiento, y la seleccion de una terapia
eficaz se basa actualmente en un enfoque de prueba y error” (Bluett, 2017); es asi como, en los
ultimos afios, las investigaciones se han enfocado en evaluar modelos experimentales aportados
por la biotecnologia farmacéutica cuyos impactos han sido positivos en la calidad de vida de los
pacientes; sin embargo, en ciertos genotipos se han presentado respuestas inmunes no deseadas,
ocasionando fallo terapéutico de dichos tratamientos, posiblemente por anticuerpos antidrogas
(ADAD). (Reyes, 2017)

2.2. Definicion de artritis reumatoide

La AR “es una enfermedad crdnica, inflamatoria, de naturaleza autoinmune” (Smolen J. A., 2018)
, @ menudo deshabilitante, que cursa con un patrén de signos clinicos inflamatorios presentados
principalmente articulaciones sinoviales. Basicamente se considera una enfermedad de
compromiso articular de forma simétrica que en episodios de diagndstico y tratamiento tardio
conlleva a la destruccion de la articulacion por medio de la erosion del cartilago y el hueso,
causando asi deformaciones articulares (Deepali, 2019). A pesar de que la AR se considera como
una enfermedad articular, se sugiere que alrededor del 40% de los pacientes que cursan
clinicamente con un cuadro de AR llegan a presentar compromiso extra articular con
manifestaciones en el sistema musculo esquelético y 6rganos no articulares tales como piel, 0jos,
pulmones, corazon, entre otros. (PJW Venables) La AR es causante sustancial de alta morbilidad-
mortalidad, reduccion de calidad de vida de las personas y aumento de costos anuales de alrededor
de un billén de dolares. (Deane, 2020).

2.3. Epidemiologia

Existen factores de riesgo que se relacionan en el desarrollo de la AR, algunos de los mas comunes

incluyen el sexo femenino, consumo de tabaco, microbiota, dieta, etnia y susceptibilidades



genéticas. Se calcula una prevalencia mundial es de 0, 5y 1% en pacientes de raza blanca. (Smolen
J. S., 2018)

En Colombia, segun la Revista Colombiana de Reumatologia, se estimd que entre los afios 2012
y 2016 hubo una cantidad de 248.995 casos confirmados de AR, por lo que la prevalencia
colombiana es de aproximadamente 0,52%. Esta cifra es concordante con la estimacién de
prevalencia a nivel mundial. Asimismo, se debe precisar que en el contexto colombiano, la
prevalencia de casos se encontraba en estos afios en mayor proporcion en mujeres (1.21%) que en
hombres (0.29%) (Fernandez-Avila, 2019). Durante el periodo del 1 de julio de 2018 y el 30 de
junio de 2019 se reportaron 4.766 casos nuevos de AR, de los cuales el 83,93% corresponden a
mujeres y el 16,07% a hombres. Para 2019, la prevalencia nacional fue de 0,24. Entre tanto, el
40,09% de los casos incidentes tenia edades comprendidas entre los 50 a 64 afios. En los hombres,
la mayor frecuencia estuvo entre los 60 a 64 afios, mientras que las mujeres entre los 55 a 59 afios
El régimen sanitario, con el mayor reporte de casos incidentes de AR fue el contributivo con 2.736
pacientes, seguido por el subsidiado con 1.787, excepcion con 218, especial con 19 y no afiliados
6. (Cuenta de alto costo: Fondo colombiano de enfermedades de alto costo) La prevalencia para
Bogota fue de 0,33%,y en Antioquia de 0,49%. (Daniel G. Fernandez-Avilaa, 2019)

2.4. Fisiopatologia AR

Como se observa en la figura 1, la mayoria de pacientes con sospecha de AR, existe un periodo
previo al desarrollo de manifestaciones clinicas que se caracteriza por elevaciones sistémicas de
anticuerpos relacionados con AR. Este periodo se conoce como Artritis Reumatoide Preclinica
(Gary S Firestein & Monica Guma, 2020). En esta fase de la enfermedad se deben tener en
consideracion los factores de riesgo asociados a susceptibilidad genética que se relacionan en
mayor cantidad con los patrones de genes heredados, dentro de los cuales el mas importante son
los que se encuentran en el Antigeno Leucocitario Humano (HLA) y en el Complejo Mayor de
Histocompatibilidad (MHC) (Gary S Firestein & Monica Guma, 2020). El papel de la epigenética
aun no es totalmente comprendido, sin embargo, algunos estresores, como por el ejemplo el

tabaquismo, pueden actuar sobre células en tejidos mucosos, promoviendo la conversién post-
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transduccional del amino&cido arginina a citrulina en una gran variedad de proteinas donde se

incluyen proteinas intracelulares y matrices proteicas por medio de la induccion de las proteina-

arginina de iminasas en el proceso de citrulinacion. (Evangelatos, 2019)

Después del proceso de citrulinacion o las modificaciones post-traduccional, los péptidos alterados
se unen a las proteinas del MHC heterodimeras, especificamente a las que tienen epitopes

compartidos, lo que conlleva a la presentacion de antigenos a las Linfocitos T y estimulan a las

Linfocitos B a la sintesis de anticuerpos que reconocen proteinas propias como por ejemplo el

Factor Reumatoide (RF) cuyo objetivo inmunoldgico son IgGs, y los Anticuerpos Antipéptidos
Ciclicos Citrulinados (ACPA) cuyo objetivo inmunolégico son las proteinas citrulinadas.

(Evangelatos, 2019)

Pre-arthritis

Susceptibility

qones *;:-\
-

>

Enwiranmental factors

Recuerant exposune Lo deogeno,
endogenows, or cormenensal virad
bacterial, or ather agents; smoking:
Shca

Ol )
’ans‘mmr\

Epigenetx modifications

Post- transdational

maodifications
Acetylation
Carbarmylation
Citnalination
Muthylation

Phosphorylation

T cells O
i O‘Bu:lh

microbome §F Sumerytation ¢ E‘<\
RSN MHCshared epitops : _ Ubiquitination™ N\
PAY f voking ‘ \
PTPN22 et t 1
LIl el
{ ) | - [ )
o ot /|
microblome /
',//
- =
/ Loss of Asymptomatic synovitis Symptomatic asthritis
/ / tolerance (cellular infiltrate) (swelling, pain, stiffness, damage)
' | Autoantibodes Lytrph node
\ |\ ACPA —r -
\ RF or ©
AN
N\ ~- AN =>
— | " — = >
—__> W (‘)(I— Secondacy [_h_> e v
P N Iymphoid tesue d el e - Transstion
'\ o N . " to
Dendritic cels N/ / 3 e . {-,’ 2o
arthntis

Imagen Tomado de-, Smolen JS, Aletaha D, Mclnnes IB. Rheumatoid arthritis. Lancet. 2016 Oct 22;388(10055):2023-2038. doi: 10.1016/S0140-6736(16)30173-8.
Epub 2016 May 3. Erratum in: Lancet. 2016 Oct 22;388(10055):1984.Mateos C. Artritis reumatoide (I). Medicine. 2013;11(30):1841-9

Figura 1: Fisiopatologia de la Artritis Reumatoide (Smolen JS, 2016)
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Aln se desconocen los estimulos desencadenantes de la respuesta inflamatoria sistémica
inespecifica, pero, la manifestacion inflamatoria sinovial se encuentra relacionada
mayoritariamente a la infiltracion de células con respuesta inflamatoria como lo son los Linfocitos
T, Linfocitos B y macrofagos, que conlleva a la degradacién de cartilagos y huesos
comprometidos.

Probablemente las Linfocitos T que méas se encuentran relacionadas a la fisiopatologia de la AR,
teniendo en cuenta que aproximadamente constituyen el 50% o mas de células encontradas en el
liquido sinovial de pacientes con AR. Aparentemente existe mayor predominio de células Thly
Th17, y déficit de Th2 y Tregs. Se ha reportado que el desequilibrio entre linfocitos Tregy Th17
favorece a los linfocitos Th1l7 asociados a inflamacion sistémica (Evangelatos, 2019). En la
figura 2 se observa que la actividad inflamatoria de los linfocitos T se encuentra relacionada a la
activacion de macrofagos sinoviales y fibroblastos sinoviales en artritis reumatoide (RASFsS).
Estos altimos se relacionan con mecanismos epigenéticos responsables de perfiles mas agresivos
de enfermedad. Estos se caracterizan por ser células con apoptosis reducida y con proliferacion
aumentada, asi como la promocién y produccion de citoquinas proinflamatorias. Son
responsables del dafio tisular por reclutamiento de células inflamatorias. (Gary S Firestein &
Monica Guma, 2020)
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Figura 2: Activacion Inflamatoria. Elaboracion Propia.

Los linfocitos B se encuentran implicados en altos niveles de autorreactividad, especialmente
a las histonas citrulinadas H2A y H2B y otras proteinas relacionadas con neutréfilos
citrulinadas llevando a eventos focales. Como se observa en la Figura 3 los linfocitos B,
ademas de ser las células responsables de la presentacion antigénica y posterior formacion y
liberacion de anticuerpos, deben considerarse como importantes presentadores antigénicos
locales y liberadores de citoquinas proinflamatorias, responsables de la activacion endotelial.
(Evangelatos, 2019) Entre las citoquinas se encuentra TNF sobre las cuéles acttan los antiTNF

como Etanercept, Adalimumab, Infliximab.
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Figura 3: Presentacion antigénica y citoquina proinflamatorias. Elaboracion Propia.

Como antes fue mencionado, los macréfagos son aquellas células implicadas dentro de la
fisiopatologia de la AR a la inflamacidn y erosién condral y ésea a través de la produccion de
citoquinas proinflamatorias, degradacion enziméatica y produccion de citoquinas
quimiotacticas. (Volkov, 2019) Una de las posibles explicaciones se encuentra relacionada
con la via de sefializacién de mTOR (mammalian Target of Rapamycin) y su importancia en
la polarizacion de macréfagos a fenotipos M1 (proinflamatoria) o M2 (antiinflamatorias).Se
ha visto que en modelos murinos, la activacién de AMPK (AMP-activated protein kinase) en

los macréfagos estd asociado a la supresion de la produccion de IL-6, promocion en la
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diferenciacion de macrofagos con fenotipo M2, y la disminucidn de procesos inflamatorios en
suero. (Firestein GS, 2017) Dentro de la experimentacion animal, se ha podido observar que
la activacion de la via de sefializacion mTOR se relaciona con propiedades més invasivas por
parte de los FLS (Fibroblast-like synoviocytes) en ratones con artritis. Por otra parte, la
deficiencia de NRF2, implicada en retroalimentacion negativa de AMPK, se relaciona con
mayor dafio condral y mayores efectos negativos frente a estrés oxidativo en modelos murinos.
(Koushik, 2017) Sin embargo, es importante resaltar que la via de sefializacion que controla
el metabolismo y conversién del fenotipo de los macréfagos no ha sido identificada en

modelos humanos (Calabresi E, 2018).

En cuanto a la susceptibilidad genética, multiples estudios han confirmado la asociacion de la
AR con algunos alelos del HLA-DR en la mayoria de las etnias, tal como se observa en la
Figura 4 en donde segun el estudio de Scherer el factor de riesgo genético mas relevante se
asocio con HLA-DRB1 (Scherer HU, 2020)

(Calabresi E, 2018)
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Figura 4 Susceptibilidad genética en AR (Scherer HU, 2020)
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Una vez que la inflamacidn cronica se ha establecido, comienza la respuesta proinflamatoria en la
que participan las citocinas y, mas en concreto, el TNF-a y la IL-6. El TNF-a es una de las muchas
citocinas que se han identificado en la membrana sinovial de los pacientes con AR, produce dafio
en el cartilago y reabsorcion 6sea, induce liberacién de prostaglandinas y colagenasa por las
células sinoviales; desempefia un papel importante en la fibrosis, esto indica que no sélo posee
capacidad inflamatoria per se, sino que también es capaz de regular la produccion de otros
mediadores proinflamatorios, en la Figura 5 se observa la membrana celular y la accion de los
receptores de TNF1y TNF 2 en la respuesta inflamatoria, al igual que la citocina IL6 (Noack M,

2017)
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Figura 5 Citocina TNF e IL6 en la AR (Noack M, 2017)

2.5 Diagnostico

El diagnostico de AR se basa en la combinacion de la historia clinica del paciente y el examen
fisico completo realizado por profesionales en salud. Segun la American College of
Rheumatology (ACR) y la European League Against Rheumatism (EULAR) se deben tener unos
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criterios precisos de clasificacion con el fin de poder determinar de forma eficaz etapas tempranas
de la enfermedad (Falconer J, 2018) En Colombia Guia 26 del Ministerio de Salud y Proteccion
Social de Colombia (Colciencias., 2016), recomienda el uso clinico para diagndsticos que dichos
criterios de clasificacion, tal se observan en la siguiente tabla:

Criterios de clasificacion de AR del colegio Americano de reumatologia (ACR) y
la liga Europea contra el reumatismo (EULAR) 2010.

Poblacién objeto; Los pacientes deben ser evaluados si:

1 | Al menos 1 articulacién con sinovitis definida clinicamente (Inflamacion).

2 | La sinovitis no es explicada por otra enfermedad.”

Criterios de clasificaciéon para AR: Algoritmo de puntuacién basado en la
suma de las puntuaciones de las categorias A-D.
Puntaje
Es necesaria una puntuacion 6/10 para la clasificacion de un paciente con AR
definida. &
A. Implicaciones articulares. ”
1 articulacién grande. * 0
2-10 articulaciones grandes. 1
1-3 articulaciones pequenas™ (con o sin afeccién de articulaciones grandes). 2
4-10 articulaciones pequefas (con o sin afeccion de articulaciones grandes). 3
=10 articulaciones (por lo menos una articulacion pequefia). 5
B. Serologia ** (Por lo menos es necesario 1 resultado de la prueba parala
clasificacion).
FR y Anti-CCP negativos. 0
FR positivo-bajo o Anti-CCP positivo-bajo. 2
FR positivo-alto o Anti-CCP positivo-alto. 3

C. Reactantes de fase aguda (por lo menos es necesario 1 resultado de la prueba para
la clasificacion).

PCR y VSG normales. 0
PCR o VSG fuera del valor normal. 1

D. Duracion de los sintomas.
< 6 semanas 0
6 semanas 1
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Tomado de Gémez A. Nuevos criterios de clasificacién de artritis reumatoide [New criteria for the classification of rheumatoid arthritis]. Reumatol Clin. 2011 Mar;6S3:S33-7.
Spanish. doi: 10.1016/j.reuma.2011.01.002.Rheumatoid Arthritis Classification Criteria ARTHRITIS & RHEUMATISM Vol. 62, No. 9, September 2010, pp 2569-2581

Tabla 1: Criterios ACR/EULAR para diagndéstico de AR (Goémez A, 2011)

Este método de clasificacién se compone de cuatro campos, que corresponden a la cantidad de
articulaciones comprometidas, resultado de pruebas serologicas, especificamente contra Factor
Reumatoide (RF) y ACPA, resultado de reactantes de fase aguda, especificamente Proteina C
Reactiva (PCR) y Velocidad de eritrosedimentacién (ESR), y por Gltimo la duracion de los
sintomas. Cada uno de estos campos se subdivide y se le otorga una puntuacion. Si el puntaje
final es igual o mayor a 6, se clasifica al paciente como diagndstico definitivo de AR. (Jonathan
Kay, 2012)

2.6. Presentacion Clinica

En general, se considera a la AR como una enfermedad poliarticular, simétrica y bilateral que se
caracteriza tipicamente por presentar dolor y edema en las articulaciones comprometidas. Las
articulaciones que son méas afectadas y presentan mayor edematizacién son las mufiecas,
articulaciones metacarpofalangicas, metatarsofalangicas e interfalangicas proximales. Otras
articulaciones afectadas incluyen tobillos, rodillas, codos y hombros. (Falconer J, 2018) Otro
sintoma reportado cominmente en pacientes con AR es la rigidez matutina que puede durar mas
de 30 minutos y mejora a lo largo del dia. La AR al ser una enfermedad cronica y progresiva,
presenta fenotipos estructurales diferentes encontrados en imagenes radiologicas relacionados a
las fases de la enfermedad. Estas variaciones fenotipicas son descritas como estrechamiento del
espacio articular, erosion 6sea, subluxacion, anquilosis, y subluxacién y cambios mutilantes.
Cada hallazgo se relaciona con las etapas de AR las cuales son temprana, moderada, severa y

terminal en el orden respectivo. (Falconer J, 2018)

2.7. Tratamiento farmacoldgico en la artritis reumatoide
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Para el tratamiento de la Artritis Reumatoide de acuerdo con la Guia 26 del Ministerio de Salud y
Proteccion Social de Colombia (Colciencias., 2016), los medicamentos utilizados en el

Tratamiento de la Artritis Reumatoide se clasifican en:

* Glucocorticoides
«  FARME Farmacos Modificadores de la Enfermedad Sintéticos
*  FARME Farmacos Modificadores de la Enfermedad Bioldgicos

* AINES Antiinflamatorios No Esteroideos

Se recomienda el uso de glucocorticoides como coadyuvantes en los pacientes que reciben terapia
con farmacos modificadores de la enfermedad, el uso de FARME sintéticos en pacientes con AR
temprana, el Metotrexato como FARME en pacientes con AR, la Leflunomida como una
alternativa al tratamiento con Metotrexato en pacientes con AR y entre los FARME Biologicos
también son recomendados para el tratamiento de la AR el Etanercept y el Rituximab
(Colciencias., 2016).

2.8. Mecanismo de accién farmacos antirreumaticos modificadores de la enfermedad
(FARME):

Los FARME se pueden dividir en dos grandes grupos: sintéticos FARMEsc, dirigidos FARMEsd
y biolégicos FARMED (originales y biosimilares), tienen la capacidad de cambiar o modificar el
curso de la enfermedad, mejorando los niveles séricos de los marcadores de inflamacion, como la
PCR y la VSG, conservando la funcién articular y previniendo o disminuyendo el dafio articular
causado por la enfermedad, logrando de esta manera preservar al maximo la articulacion y su
funcionamiento, lo que los convierte en el tratamiento de base de la AR y superan el tratamiento
sintomatico de la inflamacion y el dolor, que son el objetivo buscado con el uso de los
antiinflamatorios (glucocorticoides y AINEs en general) (Chatzidionysiou & Sfikakis, 2019).
Como se observa en la Figura 6 entre los FARMED se encuentran los anti TNF que inhiben las

citocinas.
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Figura 6 FARME aprobados para el tratamiento de la artritis reumatoide
(Chatzidionysiou & Sfikakis, 2019)

Entre los FARMEsc se encuentrasn Sintéticos convencionales: Metotrexato, Leflunomida,
Sulfasalazina, Cloroquina- Hidroxicloroquina, Azatioprina, Ciclofosfamida, Ciclosporina A, Sales
de oro. Entre los Farmesd, se encuentran el Tofacitinib, Baricitinib. Sin embargo, el farmaco de
eleccion en pacientes con AR es el metrotexato en monoterapia o terapia combinada, es por ello
gue a continuacion en la Figura 7 se presenta su mecanismo de accién como medicamento
inmunomodulador y antiinflamatorio que interfiere la via del &cido folico, inhibiendo
competitivamente la dihidrofolato reductasa, impidiendo su activacién a &cido folinico o
tetrahidrofolico y por ende las reacciones de transmetilacion en las que participa la forma activa
del &cido fdlico. Adicionalmente, estimula la liberacion de adenosina, inhibe la accion de

polimorfonucleares activados, suprime la sintesis de citocinas (Uribe Liliana, 2010).
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Figura 7 Mecanismo de accion del metotrexato. Elaboracion Propia.

2.9. Mecanismo de accion inhibidores del factor de necrosis tumoral alfa (Anti-TNFa)

Los farmacos Anti-TNFa han sido aprobados para el tratamiento de la AR desde el afio 2000. En
la ultima década, los Anti-TNFa se han convertido en una importante herramienta terapéutica para
el tratamiento de los pacientes con AR establecida, temprana y muy temprana. Los Anti-TNFa
Adalimumab (ADA), Etanercept (ETN) e Infliximab (IFX) se encargan de modificar los efectos
biologicos del TNFa, que como se ha mencionado, es una citoquina mediadora de la inflamacion
cronica producida en la AR. Estos medicamentos han mostrado una mejora significativa en el
curso de la enfermedad, al modificar la probabilidad de remision y al reducir o detener la

destruccion articular (Solau-Gervais E, 2006).

El adalimumab, es un anticuerpo monoclonal humanizado tipo inmunoglobulina G1. Es
antagonista del TNF-a elaborado mediante ingenieria genética. Ha mostrado una alta especificidad
y afinidad por el TNF-a. Presenta una vida media terminal similar a la de la Ig Gl

(aproximadamente 2 semanas). Su mecanismo de accién esta dado por el bloqueo de la interaccion
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entre el TNFa y los sitios de union (la porcion pS5 y p75) de los receptores de superficie celular

del TNFa.

Se administra en dosis de 40 mg SC cada 2 semanas, sin embargo, cuando el ADA es utilizado en
monoterapia, los pacientes que presentan disminucion en la respuesta terapéutica, pueden
beneficiarse de un aumento de la dosis de adalimumab a 40 mg/cada semana, no obstante, el costo
aumenta significativamente (Van de Putte LBA, 2004).

El factor de necrosis tumoral alfa 0 TNF-a por sus siglas en inglés hace parte de las citoquinas las
cuales acttan como moléculas de sefializacion local que transmiten informacion entre las células.
Estas citoquinas intervienen y son claves en los procesos de inmunidad, inflamacion entre otros
procesos bioldgicos. Debido a esto se ha observado que la ausencia de esta citoquina puede proveer

una diferencia clinica; a esta ausencia inducida se le denomina cominmente como Anti-TNF.

En el mecanismo de Anti-TNF se ve que las proteinas inflamatorias sufren un cambio en las
primeras horas, como la IL-6, proteina C reactiva (PCR) y la proteina amiloide A en el suero. Estas
dos dltimas presentan una disminucién en los primeros dias, esto denota que la accion de TNF
afecta de manera directa la produccion de citoquinas, como quimioquinas y la cascada de
citoquinas dependiente de TNF. El recuento de monocitos y plaquetas disminuyen, mientras que
los linfocitos T que se encuentran bajos en la enfermedad activa de artritis reumatoide, empiezan
a subir de manera constante a pocas horas, que deriva en el inicio de una salida de la articulacion

posiblemente por la falta de moléculas de adhesion. (Udalova I, 2016)

El mecanismo mas comln e importante descrito para los agentes anti-TNF es la union y
neutralizacion de la actividad en los receptores TNF. Sin embargo, en recientes investigaciones se
ha observado un efecto adicional en relacién a la TNF transmembrana (tm TNF) junto con los
receptores FC de expresion celular, los cuales tienen asociacion con los linfocitos B (Rubbert-Roth
A, 2019) Debido a la complejidad que se presenta en la sefalizacion de la citoquina
proinflamatoria TNF (Mitoma H, 2018) Un mecanismo fundamental para solucionar la
inflamacion corresponde a la muerte celular programada o apoptosis, esta accion es perpetrada por
los anticuerpos anti-TNF, esta induccién se da de manera directa o indirecta derivada de la
sefializacién de la TNF. Segun un estudio realizado en 2015 describié una apoptosis que seria
inducida por la region Fc de los anticuerpos anti-TNF que involucra a las células denominadas

Natural killer (NK) (Levin AD, 2016). En el momento en que se genera el complejo de los
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anticuerpos monoclonales con la TNF, persiste inmuno reactiva pero biolégicamente inactiva
(Meroni PL, 2014), esto explica de cierta manera la razon por la cual en las primeras dosis de Anti-

TNF los niveles de TNF séricos aumentan.

La citotoxicidad celular dependiente de los anticuerpos (ADCC) genera que las células diana
mediante la unién de los anticuerpos, sean reconocidas por las células de la respuesta inmune
celular efectoras como son las NK; en el momento en que se genera esta unién hay un
reconocimiento del dominio Fc por los receptores Fc de las células inmunes; este es un mecanismo
del sistema inmunolégico adaptado para matar las células diana marcadas con anticuerpos, por
ejemplo las células infectadas (Yan L, 2015). Por lo tanto, después de la unién de un anticuerpo a
su célula objetivo, el dominio Fc es reconocido por el receptor Fc de las células inmunes efectoras,
normalmente NK, y liberando asi perforinas y granzimas que generan la lisis de la célula diana.
En particular en el caso de las células CHO expresantes de mTNF, los anti-TNF habrian inducido
el proceso de lisis en un aproximado de 76 % de las células marcadas, esto comparado al valor de
referencia usado en el estudio en un isotipo en el cual se gener6 ADCC en menos del 5% de las
células, los primeros receptores que se ven afectados son TNFR1 y TNFR2, responsables del

dominio de muerte (DD) y la regulacion de la activacion en las células T. (Pallai, 2016)

2.10. Efectividad de los farmacos Anti TNF

La efectividad de este tipo de tratamiento de anti TNF en diversas pruebas a mostrado eficacia en
una respuesta inicial a los Anti-TNF, sin embargo se ha observado que existe una pérdida de
respuesta, que deriva normalmente en cambio del anti-TNF usado o en el aumento en las dosis que
se venian usando para el paciente; la presencia o ausencia de ciertos anticuerpos que actan contra
el medicamento (ADA) pueden ser los responsables de esta pérdida en el beneficio clinico del
tratamiento. (Yan L, 2015)

Se ha confirmado en multiples ensayos clinicos, registros de pacientes y meta analisis que una
proporcion significativa de pacientes tiene que suspender el tratamiento con anti-TNF debido a
una respuesta insuficiente, ya que la remision se alcanza en tan sélo 20 o 30% de los pacientes
(F.C. Breedveld, 2006) (St Clair EW, 2004).
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Si bien el tratamiento se prefiere por su razonable costo-beneficio hay que tener en cuenta que
presenta la problemética de no poder ser usado en todos los pacientes, y sin posible efecto adverso

en pacientes que presenten tuberculosis neuropatias, y problemas cardiovasculares (Yan L, 2015)

2.11. Variabilidad en la respuesta a FArmacos Anti TNF

El tratamiento con otras terapias presenta ciertos limitantes; los problemas residuales son uno de
estos, como lo son sintomas de dolor residual, fatiga y sensibilidad que persisten en el tiempo.
Esto contrasta con su clara disminucion en el dafio articular y del cartilago, el cual es un poco
menor al dafio del hueso. (Pallai, 2016) EIl tratamiento anti-TNF no bloquea totalmente la TNF
razon por la cual segiin investigaciones en Rhone-Alpes, se demostro que, a pesar de la reduccion
de la actividad inflamatoria y su posible aumento de susceptibilidad a infecciones, el riesgo general

de infecciones comparado con pacientes AR tratados con otros medios no cambid. (Reddy, 2016)

Actualmente no hay consenso en cuanto a la definicion de la falta de respuesta primaria a un
tratamiento anti-TNF. La falta de eficacia primaria se podria reconocer si un paciente nunca
responde a un inhibidor de TNF iniciado de manera reciente o falla su respuesta en un plazo de 16
semanas y se ha sugerido que los pacientes podrian ser clasificados como "respondedores” si
logran una reduccion en el puntaje de actividad de la enfermedad de 28- articulaciones (DAS28)
de >1,2 desde la linea de base. Una duracién mas larga de la enfermedad Yy una actividad mayor
antes del comienzo del tratamiento con inhibidores del TNF se han considerado como factores de
importancia en la falta de respuesta primaria; sin embargo, las razones del fracaso primario de los
antagonistas del TNF adn no estan del todo dilucidadas. Adicional se conoce que la AR es una
enfermedad heterogénea con variabilidad en los infiltrados inflamatorios en la membrana sinovial,
esto hace posible que los mecanismos patdgenos principales puedan ser distintos en ciertos
subconjuntos de pacientes, que derivan posteriormente a diferentes respuestas clinicas. (Kotyla,
2018).

En varios estudios se ha explorado también una posible asociacion de marcadores seroldgicos o
genéticos con la respuesta a los anti-TNF. De esta manera, la presencia del factor reumatoide o de

anticuerpos antipéptidos ciclicos citrulinados puede asociarse con una respuesta reducida a los
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farmacos anti-TNF; sin embargo, estos anticuerpos solo representan una pequefia proporcion de la
varianza en las respuestas al tratamiento. Teniendo en cuenta las diversas publicaciones sobre la
asociacion de los factores genéticos con la respuesta al tratamiento y el resultado en la AR, parece
justo decir que, hasta la fecha, no se dispone de parametros para identificar a los pacientes de los
que se podria prever un fracaso primario cuando se les trata con antagonistas del TNF. (Serio,
2018) En un estudio francés se demostrd que los pacientes con AR y un genotipo TNF308 G/G
tienen una mejor respuesta al infliximab que los que tienen genotipos A/A o A/G; los autores
sugirieron que el genotipo TNF308 podria ser un instrumento Gtil para predecir la respuesta al
tratamiento con infliximab. (Kalden, 2017) En el Registro de Artritis de Norfolk (NOAR), el locus
HLA-DRBL se asoci6 con la respuesta al tratamiento en la AR, asi como con la susceptibilidad a
la enfermedad, la gravedad radiologica y la mortalidad. Cabe sefialar que varios estudios de
genotipificacion en la AR indican que los predictores genéticos y epigenéticos de la respuesta al
tratamiento pueden diferir segun el inhibidor del TNF utilizado. Sin embargo, hay que tener en
cuenta que muchas de las asociaciones genéticas notificadas todavia tienen que ser validadas en
diferentes cohortes de pacientes y también que el genotipado no esta disponible, al menos por el
momento, para su uso rutinario en la préactica clinica. (Bek, 2017) Ademas, la introduccion de
estudios de asociacion en todo el genoma, asi como de estudios de expresion génica para identificar
predictores genéticos de la respuesta al tratamiento, podria complicarse ain mas por la aparicién
de diferentes patrones genéticos segun el biolégico utilizado, incluidos los antagonistas del TNF.
(Talotta, 2015) Es interesante que en un informe de 2015 se indicd que los alotipos de
inmunoglobulinas humanas de la cadena pesada 1gG1 (alotipos GIm1 y G1m17) se asocian con
la respuesta al infliximab y podrian mejorar la orientacion terapéutica en los pacientes con AR.
(Talotta, 2015) .

2.12 Fisiopatologia de la Artritis Reumatoide en el tratamiento con Inhibidores del Factor

de Necrosis Tumoral alfa, Anti-TNF

Las soluciones terapéuticas para la artritis reumatoide (AR) se consolidan a partir de la
introduccién de maltiples farmacos antirreumaticos modificadores de la enfermedad (FAMED)

biologicos y FAMEs sintéticos; (Fleischmann, 2019); no obstante, se ha demostrado un creciente
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uso de agentes bioldgicos en el tratamiento de la enfermedad, lo cual es atribuible a que estos
incluyen un inhibidor de activacion de células T / modulador de coestimulacion, anticuerpos
monoclonales (mADb) inhibidores del factor de necrosis tumoral (TNFi) y proteina de fusion del
receptor, un mAb anti-CD20 vy anti interleuquina (IL) -17A, IL- 6, mADb IL-12/23, que tienen
estructuras proteicas Unicas y diferentes capacidades para inducir respuestas inmunes (Strand,
2017). Los resultados de multiples ensayos controlados aleatorios (ECA) respaldan la eficacia de
los productos bioldgicos en una variedad de estados de la enfermedad; sin embargo, una
proporcidn significativa de pacientes no presenta respuesta o presenta una respuesta inadecuada
con el tratamiento inicial (falla primaria), pierde respuesta con el tiempo (falla secundaria) o
desarrolla eventos adversos potencialmente limitantes de la terapia (EA). (Fleischmann, 2019)

Por lo anterior, los esfuerzos investigativos se concentran en buscar e identificar mejores
predictores de respuesta a la terapia dirigida individualizada, a través del uso de biomarcadores,
incluido el factor reumatoide (RF) y los anticuerpos anti-proteina citrulinada (ACPA), los cuales
son altamente especificos para la AR. (Fleischmann, 2019) . En ese sentido, es importante definir
que Adalimumab (ADA), es un farmaco antirreumatico biolégico modificador de la artritis
reumatoide (AR); multiples investigaciones basadas en ensayos clinicos controlados aleatorios
(ECA) respaldan su seguridad (Harrold, 2020). Durante una investigacion realizada en una cohorte
de pacientes en Estados Unidos, se evaluo la seguridad a largo plazo en pacientes con artritis
reumatoide (AR) tratados con adalimumab (ADA) en entornos de atencion clinica del mundo real,
logrando demostrar que la ADA tiene un perfil de seguridad consistente con estudios anteriores,
sin que se identificara algun problema de seguridad nuevo con dicho farmaco a largo plazo; por lo
tanto, el equipo cientifico manifiesta que esta confirmacion, puede tranquilizar a los proveedores

que estan iniciando y monitoreando la ADA en sus pacientes. (Harrold, 2020)

Un estudio reciente que partié desde las pautas actuales para el tratamiento de la AR, donde se
sugieren el uso de glucocorticoides (GC) en combinacion con farmacos antirreumaticos como
Adalimumab al inicio del tratamiento para disminuir los signos y sintomas de la AR y reducir la
progresion radiogréafica, considerando que también se asocia con una variedad de efectos adversos
que incluyen osteoporosis, hiperglucemia / diabetes mellitus, eventos cardiovasculares e
infecciones; logré determinar que, no se observan diferencias de seguridad clinicamente

significativas entre los subgrupos tratados con GC versus los subgrupos no tratados con GC
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combinado con adalimumab. (Degboé, 2020) Asi mismo, se ha demostrado evidencia clinica de
que la inflamacion (articulaciones inflamadas) es un buen predictor de una respuesta sostenida
futura y respalda el paradigma de la practica clinica agresiva de tratar al objetivo, no obstante, de
manera inversa, también sugiere que los individuos con recuento de articulaciones sensibles (TJC)
elevados en ausencia de inflamacion clinica tienen menos probabilidades de experimentar la

resolucion de los sintomas. (Hamann, 2019)

Continuando con la relacién de los estudios recientes que han puesto a prueba la efectividad y
seguridad de las soluciones terapéuticas de mayor uso en la artritis reumatoide, es importante
mencionar una investigacion que tuvo como objetivo comparar el riesgo de diabetes mellitus (DM)
incidente en pacientes con AR tratados con farmacos antirreumaticos modificadores de la
enfermedad biologicos o sintéticos dirigidos, dentro de los cuales se incluyé Adalimumab, dicha
investigacion se basé en un estudio de cohorte observacional, donde se compararon 8 grupos
conformado por pacientes diagnosticados con AR que no tenian diabetes, los cuales sufrieron
exposicion a 8 farmacos diferentes como tratamiento de AR (abatacept, infliximab, adalimumab,
golimumab, certolizumab, etanercept, tocilizumab o tofacitinib), la investigacion logré concluir
que el inicio de abatacept se asocié con un menor riesgo de DM incidente en pacientes con AR en

comparacion con infliximab o adalimumab. (Desai, 2020)

Adalimumab y sarilumab son inhibidores del factor de necrosis tumoral alfa y al igual que las
citoquinas proinflamatorias como la interleucina-6 (IL-6), actdan como mediadores en el
desarrollo de dafio 6seo y cartilaginoso en las articulaciones sinoviales como resultado de la
inflamacion crdnica ocasionada por la artritis reumatoide (Gabay, 2020), los pacientes con AR
tienen un mayor riesgo de sufrir eventos cardiovasculares, incluido el infarto de miocardio y el
accidente cerebrovascular, en comparacién con los individuos sanos, asi mismo se ha identificado
que adalimumab cuenta con menores efectos positivos sobre la remodelacion dsea y disminucion
de biomarcadores de la respuesta de fase aguda, inflamacién sinovial y riesgo cardiovascular, en
comparacion con sarilumab. (Salomén, 2006) Las concentraciones basales altas de SAA, CRP y
MMP-3 son predictivas de las respuestas clinicas y de los resultados informados por el paciente al
tratamiento con sarilumab y se justifica la validacion prospectiva para confirmar estos resultados.
(Gabay, 2020)
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La seropositividad para anticuerpos anti-péptidos citrulinados (ACPA) en pacientes con AR, se
asocia con peores resultados de la enfermedad a largo plazo, un ensayo de muestras de donantes
de sangre de la Cruz Roja de Baviera, Alemania, permitio identificar de manera preliminar que los
pacientes seropositivos para las especificidades de ACPA mas finas tenian méas probabilidades de
demostrar una respuesta al tratamiento con metotrexato o adalimumab, lo cual podria deberse a
que los pacientes fueron tratados de manera mas agresiva debido a la seropositividad conocida de
ACPA, por ejemplo, mediante un aumento mas rapido de la dosis de metotrexato o un aumento
mas oportuno a la terapia con una clase de farmaco antirreumatico modificador de la enfermedad
bioldgica (bDMARD). (Ling, 2020) La aplicabilidad de la farmacogenémica en una problemética
investigativa que involucra teméticas de salud publica a nivel mundial como la relacionada en este
documento, sigue vislumbrando como una prospectiva del futuro inmediato, pues sin duda la
informacion genética de un individuo determina los rasgos de predisposicion a ciertos procesos

metabdlicos, induciendo de esta manera la aplicabilidad de la medicina de precision.

Los estudios relacionados con la farmacogendmica del adalimumab como tratamiento para AR no
se encuentran muy bien documentado; sin embargo, si existe evidencia de dicha aplicacion en otro
tipo de patologia. En ese sentido, se hace referencia a una investigacion que partio de la hipétesis
de que un polimorfismo en FCGR3A (V158F; rs396991) podria estar involucrado en la generacion
de anticuerpos anti-farmaco (ADA) y en la resistencia al tratamiento, logrando comprobar que el
polimorfismo de VV158F tiene alta probabilidad de encontrarse asociado con la produccion de ADA
contra anticuerpos monoclonales (mADb), esto podria tenerse en cuenta al considerar la dosis y el
tipo de anti- factor de necrosis tumoral (TNF) en pacientes con enfermedades inflamatorias del
intestino (EII). Dichos resultados, sin duda abren una importante discusion cientifica de gran valor
alrededor de las controversias en las relaciones entre el polimorfismo FCGR3A V158F vy la
respuesta de mAbs, lo cual servira como referencia en futuros estudios que aborden la
participacion del polimorfismo V158F en la resistencia y produccion de ADA frente al tratamiento

anti-TNF, con el fin de adaptar la dosis y el tipo de mAb en pacientes con Ell. (Romero, 2018)

Continuando con el hecho de que adalimumab es un anticuerpo monoclonal 1IgG1 humano
recombinante que se une especificamente al TNF-a y neutraliza su funcion biologica al bloquear
su interaccion con los receptores de TNF-a de la superficie celular, funcionalidad por la cual ha

sido utilizado en el tratamiento de la AR durante afios; no obstante, aunque el adalimumab es un
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anticuerpo monoclonal completamente humanizado que como otras terapias basadas en proteinas,
presenta inmunogenicidad en algunos pacientes, los cuales desarrollan anticuerpos anti-

adalimumab (AAA), llevando a demostrar una respuesta terapéutica reducida (Liu, 2018).

Las apuestas investigativas en AR se centran cada vez mas en el descubrimiento de biomarcadores
que podrian permitir tratamientos personalizados, lo anterior ha sido impulsado por la cifra
importante de pacientes que no presentan una respuesta adecuada a farmacos especificos, aunque
si pueden responder a otros. Alrededor del 30% de los pacientes tratados con terapias
farmacologicas especificas desarrollan anticuerpos antifarmaco, respondiendo inadecuadamente a
este; es precisamente en estas situaciones en que la farmacogendmica juega un papel relevante,
pues para predecir la respuesta a tratamientos farmacologicos especificos que permitan
potencializar sus beneficios, disminuir efectos secundarios innecesarios y minimizar costos la

identificacion de biomarcadores es indispensable. (Cuppen, 2015).

Una investigacion reciente realizo la evaluacion de 12 polimorfismos de nucledtido Unico (SNP)
extraidos de un estudio de asociacion del genoma completo (GWAS) como biomarcadores de la
respuesta de la artritis reumatoide a los inhibidores del Factor de necrosis tumoral (TNF), como
una posible asociacién de SNP con la respuesta a etanercept, esta investigacion se realizo en 755
pacientes con AR que fueron tratados por primera vez con un farmaco bioldgico, que fue
infliximab, etanercept o adalimumab. Sus muestras de ADN fueron genotipadas con éxito con un
método multiplex de extension de base Unica, sin embargo, no se observé asocio entre los 12 SNP
con la respuesta a la inhibicion de TNF, los resultados mencionados destacan la complejidad de la
farmacogenética de inhibicion de TNF en la AR, mostrando que podria involucrar un componente

especifico de un farmaco y aclarando el estado de los 12 SNP extraidos de GWAS. (Moreno, 2019)

Es evidente que en los Gltimos afios se ha avanzado significativamente en la identificacion de
variantes genéticas de importancia clinica, por lo que actualmente se puede contar con una base
genética de la artritis reumatoide humana; sin embargo, los cientificos coinciden en manifestar que
una mejor comprension de la patogénesis de la enfermedad seria sin duda la alternativa que méas
promete como herramienta de diagndstico y pronéstico basado en esta informacion, (Goulielmos,
2016) es decir, la aplicabilidad de la farmacogendmica en la identificacion de un tratamiento
efectivo y seguro para los pacientes diagnosticados. Si bien, esta aplicacion no esta refinada al

punto de su utilidad clinica en la AR, los investigadores, manifiestan que es muy probable que se
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empleen conjuntos de datos de multiples pardmetros, incluidos datos genéticos, clinicos y de
biomarcadores, en la atencion futura de los pacientes que padecen dicha patologia, en ese sentido,
se espera que los avances en gendmica, incluidas las tecnologias secuenciacion de nueva
generacion de (NGS), permitan un enfoque mas personalizado de la atencién clinica, con una

mejor estratificacion del riesgo y seleccion de tratamientos. (Goulielmos, 2016)

Por lo tanto, medir la frecuencia de células B (centro del sistema inmunitario adaptativo humoral
responsable de producir inmunoglobulinas (lIg) especificas de antigenos conocidas como
anticuerpos dirigidas frente a invasores patdgenos) (Roghanian, s.f.), de memoria que expresan
proteina reguladora de sefiales (SIRPa / B) en pacientes antes del tratamiento con adalimumab,
puede ser clinicamente util para identificar un subgrupo pacientes con artritis reumatoide activa
que van a desarrollar una respuesta anti-farmaco (ADA) y no obtendran un beneficio clinico
sustancial de este tratamiento. (Magill, 2018) De esta manera se evita la exposicion personalizada
a un farmaco que sera inefectivo y que en consecuencia podria acarrear efectos secundarios como
los mencionados a lo largo de este documento, sin ser menos importantes, la disminucion de los
costos en los sistemas de salud mundial generados a partir de tratamientos farmacolégicos no

personalizados.

Por otro lado, la mejora de sintomatologia asociada como la inflamacidn, se asocia con una mejora
en la funcion de las HDL y cambios en varias proteinas asociadas a las HDL. (Schoeman, 2018)
Sin duda, la identificacién de biomarcadores de respuesta han sido el objeto de la aplicabilidad en
la farmacogenomica, durante los Gltimos afios estas investigaciones han estado basadas en
hipdtesis como que las proteinas séricas son candidatas a la respuesta de adalimumab y al
infliximab en la artritis reumatoide; durante este estudio especifico se logré el descubrimiento de
nuevos biomarcadores putativos de respuesta a anticuerpos anti drogas (ADA). Estos resultados
sugieren que los biomarcadores de proteinas séricas podran informar la eleccién entre los
Inhibidores de Factor de Necrosis Tumoral (TNFi) respondedores y no respondedores vy,
probablemente, también en relaciébn con otros bioldgicos conocidos conjuntamente como
bDMARD. (Ortea, 2016); del mismo modo, durante un analisis transcriptomico y genomico
combinado, se buscé identificar una variable genética asociada con la respuesta a la terapia anti-

TNF en la artritis reumatoide; este proceso se desarrollé a partir del analisis secuencial multiémico,

29


https://revistas.javeriana.edu.co/index.php/vnimedica/article/view/27461/24175
https://revistas.javeriana.edu.co/index.php/vnimedica/article/view/27461/24175

integrando diferentes fuentes de informacion molecular, permitiendo concluir que la existencia de
una base genética especifica de farmacos para la respuesta anti-TNF respalda la estratificacion del

tratamiento en la busqueda de biomarcadores de respuesta en la AR. (Ortea, 2016)

Dicho todo lo anterior, es indispensable concluir que el tratamiento para artritis reumatoide
muestra una variabilidad interindividual que imposibilita la generalidad terapéutica; en ese
sentido, la farmacogendmica se presenta como la alternativa mas eficiente y segura para combatir
la sintomatologia cronica de una patologia que sufre gran porcentaje de la poblacion mundial y de
los cuales un tercio de los pacientes no muestran una respuesta clinica significativa a los
tratamientos tradiciones. Los principios en los que basa esta disciplina abren una esperanza en la
comunidad cientifica y pacientes, puesto que estan basado en el uso de la informacion genética
personalizada que posee cada individuo, utilizandose como un método de prediccion de no
respuesta y/o respuesta negativa a una terapia farmacologica especifica, incluyendo los
tratamientos de base bioldgica mas usados como Adalimumab. (Aterido, 2019)

2.13. Biomarcadores en artritis reumatoide

2.13.1 Definicién biomarcadores

Un biomarcador es una caracteristica o un cambio fisioldgico, bioquimico o morfolégico medible
y evaluable a nivel molecular, bioquimico o celular que actia como indicador de un proceso
biolégico normal o patoldgico, 0 como respuesta a una intervencion terapéutica. (Fidel Ortega-
Ortiz Apodaca (Ed.), 2010) Los biomarcadores se clasifican segin la informacion que
proporcionan y segun su naturaleza. Estos biomarcadores son importantes para la identificacién
de individuos en una poblacion que pueden ser sensibles a un determinado problema de salud. Este
tipo de biomarcadores se clasifican en biomarcadores de exposicion, efecto y susceptibilidad.
(Puentes Osorio Yolima, 2018)

Los biomarcadores de exposicion evallan en un organismo la presencia de una sustancia exdgena,
un metabolito o el producto de la interaccion entre el agente xenobidtico (compuestos naturales o

sintéticos del medio que el organismo metaboliza y acumula) y una molécula o célula diana.

30



También se denominan biomarcadores de diagnéstico, ya que dan informacidn sobre si un paciente
padece alguna enfermedad o ha estado expuesto a algin téxico o patdgeno. Por ejemplo, el
anticuerpo anti-transglutaminasa tisular es un biomarcador de diagnéstico de la enfermedad
celiaca. (Nuez, 2000)

Los biomarcadores pronosticos informan sobre la progresion de la enfermedad, es decir, si la
enfermedad mejora o empeora tras el tratamiento correspondiente. El receptor de membrana
EphB4 es un biomarcador de prondstico del cancer de colon. (Fidel Ortega-Ortiz Apodaca (Ed.),
2010)

Los biomarcadores de susceptibilidad son indicadores de la capacidad heredada o adquirida de un
organismo para responder a la exposicion a una sustancia xenobidtica. También se denominan
biomarcadores terapéuticos ya que permiten la identificacion y seguimiento de la respuesta al

tratamiento de una enfermedad. (Arora A. M., 2013)

Los biomarcadores segun su naturaleza se clasifican en: dmicos que proceden del estudio de genes
(gendmica), proteinas (protedmica) y metabolitos (metaboldmica); Epigenética que proviene de
cambios que ocurren como respuesta medioambiental y modifican postrasduccionalmente la
sintesis de proteinas, estan relacionados con alguna patologia, y moléculas de microARN que se
expresan en diferentes cantidades en células normales o cancerosas (gendmica / transcriptomica).
(Arora A. M., 2013)

2.13.2. Biomarcador ldeal

El biomarcador ideal debe proporcionar informacién diagndstica, pronostica y terapéutica,
adicional a la que se puede obtener de los datos clinicos del paciente, y debe poseer caracteristicas

quimico-analiticas (Lock EA, 2008) como:

« ALTA ESPECIFICIDAD: la medicion de ese biomarcador debe ser especifica de una

enfermedad.
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* MUESTRA: la recogida de muestras debe ser minimamente invasiva. Por ejemplo, la saliva es

mejor que la orina y es mejor que la sangre.

« REPRESENTATIVIDAD: los niveles de biomarcadores en la muestra de seleccion de niveles

representativos del biomarcador en el organismo.

« ESTABILIDAD: Se debe conocer la cinética

En cuanto a la seguridad farmacolégica del paciente, el biomarcador ideal debe estar dirigido a los
procesadores sanitarios. ES aconsejable orientar el seguimiento y los programas
farmacoterapéuticos para el uso adecuado de la medicacion; a través de esos elementos sefialadores

(trazadores o marcadores)

En este sentido, la deteccion de estos eventos es muy recomendable, a traves de sistemas de
informacion que permitan la deteccion de indicadores (sefiales 0 marcadores) de este aspecto
(monitoreo sistematizado de sefiales de alerta), tales como: identificacion de algunos
medicamentos, pruebas de laboratorio, sintomas o diagnosticos, y notas o frases médicas en

historias clinicas. (Castro-Santos P, 2015)

2.13.3 Utilidad Clinica de los Biomarcadores en la Artritis Reumatoide

El proceso de atencién de la salud necesita parametros para evaluar la eficacia y seguridad de la
farmacoterapia. En este contexto, los biomarcadores son una excelente herramienta de informacion
para la prevencion, el diagnostico, la progresion de la enfermedad, la seleccion del tratamiento y
la evaluacion de la respuesta a la terapia farmacodindmica, asi como su aplicacién en la evaluacion
experimental. (Poste G, 2011)

Por tanto, resulta atil para mejorar el conocimiento de diferentes enfermedades en diversos
aspectos como: tratamiento, prevencidn, diagndstico y progresion de la enfermedad, respuestas a
la terapia, evaluacion toxicoldgica experimental de farmacos o plaguicidas, medicidn de riesgos

ambientales y epidemioldgicos, ademas de evaluacién de intervencion terapéutica, entre otros
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(\Vainio H, 2001). El rapido crecimiento de la tecnologia, la validacion y elucidacion de procesos
y procedimientos en biologia molecular, quimica analitica y bioinformatica han aumentado la
aplicacion de biomarcadores moleculares en la investigacion; destacando los biomarcadores

dmicos: transcriptomica, gendmica, protedmica y metabolémica (Wilkinson G, 2005).

La utilidad del uso de biomarcadores para la salud contribuye a la seleccién de medicamentos,
evaluacion de la progresion de enfermedades y su tratamiento; de la misma forma, el desarrollo
tecnoldgico hace posible que los biomarcadores implementados se ajusten cada vez mas al
concepto de biomarcador ideal, es decir, que sean cada vez mas especificos y fundamentales en el
desarrollo de las distintas disciplinas biomédicas, que permiten la elaboracion de estrategias y

politicas para mejorar las condiciones de vida de los pacientes con artritis reumatoide.

De esta forma, brindamos una vision general de la farmacogendmica de la AR y la posibilidad de
utilizar, en la préctica clinica, biomarcadores 6micos para apoyar la decision farmacoterapéutica,
con el fin de mejorar la respuesta al tratamiento de esta enfermedad tal como se muestra en la

Figura 8,
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Figura 8: Estadio de AR, fases y biomarcadores: Elaboracién Propia.

La relevancia de este estudio es brindar la posibilidad de aplicar la investigacion de biomarcadores
omicos, seleccionados por su importancia biologica, ya sea en la cinética o su relacion en la accién
farmacoldgica, en la identificacion de individuos en riesgo de experimentar efectos adversos o con
probabilidad de ser resistente al tratamiento. Por tanto, se espera que la informacion generada
pueda ser utilizada en la préctica clinica diaria, ayudando a identificar la mejor opcidn terapéutica

(mayor efectividad y seguridad) en pacientes con AR.

Globalmente, los individuos responden de manera diferente a la terapia con medicamentos y
ningln medicamento es 100% efectivo en todos los pacientes (Wijnen P., 2007), lo que puede
ocurrir debido a una alteracién en la farmacocinética y farmacodinamia de los medicamentos,

asociada a condiciones genético-ambientales (Johnson J., 2013). En este contexto, el estudio de
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biomarcadores 6micos ha tenido mas éxito en la identificacion y explicacion de la variacion de la
respuesta farmacoldgica, en comparacion con las investigaciones de genes candidatos de la
enfermedad (Puentes-Osorio Y, 2021). Por tanto, este trabajo debe contribuir a la eleccién de la
mejor opcion terapéutica en pacientes con artritis reumatoide, segun la fase de la enfermedad, y
esta es una base para continuar la investigacion encaminada a la identificacion de biomarcadores

omicos segln el estadio de la AR. y la fase de tratamiento. (South ST, 2013)

En la Gltima década se ha realizado un gran esfuerzo por encontrar biomarcadores émicos capaces
de predecir la respuesta a la terapia en un paciente con artritis reumatoide. Se han explorado
muchos biomarcadores y, a pesar de que se han identificado varios biomarcadores 6micos, existen
limitaciones con respecto a su especificidad, facilidad de muestreo, representatividad y estabilidad
para predecir la respuesta. Por lo tanto, aln se necesita una investigacion mas exhaustiva en la
identificacion de biomarcadores dmicos en las diferentes fases de la artritis reumatoide, con

técnicas prometedoras de secuenciacion de proxima generacion y resonancia magnética nuclear.
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3. METODOLOGIA

3.1 Disefo de estudio

3.1.1. Tipo de estudio casos y controles

El estudio de casos y controles tiene como objetivo determinar si la frecuencia de aparicion de
una variable en estudio es diferente en los “casos (variante gendmica)” respecto de los “controles
(ausencia de variante genOémica)” (Vainio H, 2001). Para el caso de estudios de
farmacogendmica, como el presente estudio, el disefio de casos y controles es retrospectivo frente
al fallo terapéutico; sin embargo, la recoleccion de los datos gendmicos (Variable de Estudio) es
prospectiva, para determinar las posibles variantes gendmicas que podrian estar asociadas con el
fallo terapéutico de adalimumab (Desenlace). En este sentido, en el estudio se compara un grupo
de casos formado por: 1) Pacientes con AR, en tratamiento por minimo 3 meses con Anti TNF-
o, en monoterapia o terapia combinada, que presentan fallo terapéutico a adalimumab y 2)
Pacientes con AR, en tratamiento con Anti TNF-a, en monoterapia o terapia combinada que NO

presentan fallo terapéutico a adalimumab..

Representatividad: Los casos representan el universo de pacientes con AR en tratamiento con
Adalimumab que presentan fallo terapéutico. Los controles no presentan fallo terapéutico pero
podrian convertirse en casos. Tanto los casos como los controles proceden de poblacion
colombiana con AR. Simultaneidad: Para asegurar la comparabilidad de las exposiciones, casos
y controles se seleccionaron en un periodo similar desde Julio de 2018 hasta Agosto de 2019.

Comparabilidad: Casos y controles proceden de las mismas instituciones de salud

Desde una perspectiva general el estudio se realiza con pacientes por lo cuél es clinico de tipo
analitico.

Fue registrado en ClinicalTrials.gov con los siguientes datos:
ID: NCT 03352622
Registrado en junio de 2017.
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El presente estudio se ha llevado a cabo en el Hospital Pablo Tobdn Uribe, Reumalab y
Artmédica, entidades prestadoras de servicio de salud en Colombia y en la Unidad de
Investigacion Genética Molecular UNIGEM.

La captacion de la poblacién a estudio se realiz durante un periodo de 14 meses (julio de 2018-
agosto 2019).

El proyecto recibio la aprobacion del Comité de Etica del Hospital Pablo Tobon Uribe (Anexo 1)
y se le otorg6 una ayuda oficial para su realizacién mediante la convocatoria 727 de MinCiencias
Colombia y se realizo la pasantia internacional en el Hospital Universitario Virgen de la Macarena

en Sevilla, Espafia (Anexo 2).

3.2 Poblacion de estudio

El tamafio de la muestra para el estudio de casos y controles se calculé mediante el programa Epi-
info, con el método cuadratico de Fleiss, un nivel de confianza del 95%, un poder estadistico del
80%, una incidencia del 70% y una proporcion caso-control de 1 a 1. Con estos datos la muestra
estimada fue 10 casos y 10 controles y para probar la hipétesis de la asociacion de SNP con el
fallo terapéutico de adalimumab, se estimé una Odds Ratio minimo de 21; la cual permite

descubrir los SNP mas significativos dado su valor.

Incidencia de Fallo Terapéutico AR 70%-80%, es decir remisiones entre el 20-30%, se escoge la
mayor remisioén y el menor fallo terapéutico 70% porque en la época se estaban realizando
muchos esfuerzos por mejorar la remision de los pacientes de manera tal que el fallo terapéutico
tendia a disminuir, esto le da mayor fuerza al estudio. (Deane, 2020) (Balsa, 2011) (F.C.
Breedveld, 2006) (Klareskog L, 2004) (St Clair EW, 2004)

3.3 Criterios de inclusién y exclusion

Fueron elegibles para entrar en el estudio todos aquellos pacientes que cumplian con los criterios

de inclusién que a continuacidn se especifican.
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3.3.1 Criterios de inclusién:
Se admitieron en el estudio:

-Pacientes con AR tratados con Adalimumab en monoterapia o0 terapia combinada con
Metotrexato.

-Mayores de 18 afios.

-Pacientes en remision (Controles).

-Pacientes que no alcanzaron la remision (Casos).
-Uso de medicamento por minimo 3 meses.

-Uso de anti TNFa por primera vez.

-Pacientes que aceptaron participar y firmar el consentimiento informado.

3.3.2 Criterios de exclusion

No se aceptaron:

- Pacientes que luego de aplicar la herramienta para identificar otras causas de variabilidad; se
identifico que la variabilidad en la respuesta se da por otras causas como no adherencia, por viajes,
olvido, etc.

- Pacientes tratados con Anti TNF diferentes a Adalimumab
- Pacientes Hospitalizados.
- Uso previo de medicamentos anti TNF-a.

- Pacientes sin secuenciacion genémica

3.4 Variables de estudio
e Variables principales:

Variantes gendmicas: polimorfismos de un solo nucle6tido presentes o ausentes en

casos o controles
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e Variables relacionadas con factores individuales de la paciente:
- Género.
- Medicamentos concomitantes.
- Edad (afos).
- Estatura (cm).
- Peso.
- IMC.
- Antecedentes familiares.
- Actividad fisica.
- Escolaridad.
- Ocupacion.

- Acceso a Medicamentos.

3.5 Reclutamiento y recoleccion de datos

Para el estudio fueron seleccionados pacientes con AR tratados con el anti TNF Adalimumab en
monoterapia o terapia combinada, quienes aceptaron participar y firmar el consentimiento

informado Anexo 3.
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Figura 9: Reclutamiento Casos y Controles. Elaboracion Propia
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Como se muestra en la figura 9, se recolect6 informacion de 227 pacientes, pues la primera
version del protocolo de investigacion presentada buscaba analizar diferentes AntiTNF, no solo
Adalimumab, lo cual requeria mayor tamafio muestral y hacia inviable la investigacion dado que
la secuenciacién genémica para descubrimiento era bastante costosa. Con la actualizacion del
protocolo al comité de ética se busca el medicamentos Anti TNF con mayor uso en la préctica
clinica, en la época en Colombia y se seleccionaron pacientes tratados con adalimumab divididos

en dos grupos de pacientes casos y controles.

Las entidades prestadoras de servicio de salud que atienden pacientes con artritis reumatoide
brindaron su apoyo para la vinculacion de pacientes a la investigacion, Artmedica que una
institucion prestadora de servicios en salud en Colombia, que tiene como propdsito fundamental,
disefiar y poner en marcha modelos de gestion de riesgo en enfermedades de alto impacto
determinadas por las siguientes caracteristicas: Graves desenlaces fisio-patogénicos, alta
prevalencia y con grandes repercusiones al sistema de salud en Colombia , Reumalab
especializada en medicina en el area y el Hospital Pablo Tobdn Uribe que es un hospital

universitario de alta complejidad, atiende a una amplia poblacién de Colombia.

El grupo 1 (casos) estuvo conformado por: Pacientes con AR tratados Adalimumab, en
monoterapia o terapia combinada, mayores de 18 afios, con uso de anti TNF por minimo 3 meses

y reporte de no remision.

El grupo 2 (controles) estuvo conformado por pacientes AR tratados con Adalimumab,
monoterapia o terapia combinada, mayores de 18 afios, con uso de anti TNF por minimo 3 meses

y reporte de remision.

La recoleccion de la informacidn se realizé en las entidades prestadoras de servicios de salud, para
ello se realizaron diferentes reuniones de capacitacion a los médicos reumat6logos, quienes
posteriormente identificaban en el Anexo 4 a los posibles pacientes para la investigacion tratados
con un Anti TNF-o,le explicaban los detalles y si el paciente aceptaba diligenciar el consentimiento
informado, pasaba a enfermeria para toma de muestra, envio de muestra de sangre al laboratorio
Unigem y se procedia a realizar la respectiva entrevista por el Quimico Farmacéutico para aplicar

herramienta de otras causas de Variabilidad Anexo 5 Test Morisky Green Levine de 4 preguntas
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y revision cumplimiento de criterios de inclusion, para ello se contd también como material de
apoyo Anexos 6 y 7 con informacion de la investigacion y cuestionaro de apoyo para la evaluacion
de adherencia. La recoleccion de datos se inicid de forma prospectiva, una vez se obtuvo la
aprobacion del comité de ética del Hospital Pablo Tob6n Uribe.

El procedimiento para la obtencion de los grupos de estudio fue actualizado en el protocolo de
investigacion V2 y remitido de nuevo al comité de ética del Hospital Pablo Tobdn Uribe para la
inclusion en el estudio Unicamente de pacientes tratados con Adalimumab y con disponibilidad de
ADN Yy reactivos suficientes para la secuenciacion de préxima generacion.

Grupo 1 Casos
-Pacientes con AR tratados con Adalimumab en monoterapia o terapia combinada con
Metotrexato.

-Mayores de 18 afios.

-Con DAS 28 mayor de 3,2 y/o SDAI mayor de 3,3 (Casos).

-Uso de medicamento por minimo 3 meses.

-Uso de anti TNFa por primera vez.

-Pacientes que aceptaron participar y firmar el consentimiento informado.

- Pacientes con obtencion de muestra de sangre para extraccion de Adn satisfactoria.
- Pacientes con extraccion exitosa de Adn por parte del laboratorio Unigem.

- Pacientes con disponibilidad de Kit de reactivos para la secuenciacion de proxima generacion.

Grupo 2: Controles emparejados por edad y sexo que cumplieran adicionalmente los siguientes
requisitos:

-Pacientes con AR tratados con Adalimumab en monoterapia o terapia combinada con
Metotrexato.

-Mayores de 18 afios.
-Con DAS28 menor o igual a 3,2 y/o SDAI menor o igual a 3,3.
-Uso de medicamento por minimo 3 meses.

-Uso de anti TNFa por primera vez.
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-Pacientes que aceptaron participar y firmar el consentimiento informado.
- Pacientes con obtencidn de muestra de sangre para extraccion de Adn satisfactoria.
- Pacientes con extraccion exitosa de Adn por parte del laboratorio Unigem.

- Pacientes con disponibilidad de Kit de reactivos para la secuenciacion de préxima generacion.

Uno de los pacientes tuvo concentracion de DNA menor de 50ug/ml, por lo cual no es una muestra
apta para secuenciar. Se tomaron como fuentes de informacién, los registros de la historia clinica
de las entidades de salud, en el cual se registra la informacion relacionada con la farmacoterapia
del paciente, los efectos adversos y la remisién de los pacientes.

3.6 Analisis estadistico

Las caracteristicas basales y demograficas se analizaron descriptivamente (media, desviacion
estdndar, mediana, rango intercuartilico y proporciones para variables cualitativas). Las
comparaciones para variables categoricas se realizaron utilizando la prueba de chi-cuadrado (o la
prueba exacta de Fisher cuando era apropiado) y para variables continuas la prueba U de Mann-
Whitney. La prueba t de Student (entre grupos de estudio) se utilizd para comparar medias, y
también se estimaron los odds ratios (OR) y los intervalos de confianza (IC) del 95%. Se
realizaron analisis univariados y bivariados. Las variables sociodemograficas a evaluar fueron:
Género, medicamentos concomitantes, edad, estatura, peso, IMC, antecedentes familiares,

actividad fisica, escolaridad, ocupacion, acceso a medicamentos

En el disefio de estudio desde los criterios de seleccion se controlaron confusores en especial la

adherencia y acceso al tratamiento por parte de los pacientes.

3.7 Limitaciones y sesgo potencial

Si bien en los estudios de casos y controles, existe mayor riesgo de sesgos seleccidon y memoria,
el presente estudio minimiza estos riesgos de sesgos al tomar datos gendémicos de manera

prospectiva y con el emparejamiento que se hizo entre los grupos de casos y controles.
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3.8 Técnicas de procesamiento

Secuenciacion de proxima Generacion

Para realizar la secuenciacion de préxima secuenciacion lo primero que se realiza es disefiar el
panel de secuenciacion especifico, para ello se realizan revisiones sistematicas para elegir los
genes a estudiar en el caso de la presente investigacion. A continuacion, en las figuras 10 y 11 se

presenta un panel de secuenciacién disefiado para el estudio junto con los amplicones.

Design Detail Report Page 1 of 2
llumina’ DesignStudio AR (128976) Coverage: 93%
Dosign Summary
Projoct ID: 128976 Spocios: Homo sapiens (UCSC hg19) Assay Typo: TruSeq Custom Amplicon
Amplicon Size: 175 bp Variant Source: 1000 Ganomes Population; AFRAMRASN EUR
Solocted Amplicons: 1,148 /1,147  Solected Targets: a28/328 Cumulative Targets: 114676 bp
Number of Gaps: 50 Total Gap Distance: 7.523bp Undesignable Targets: 1 bp

© Manage Charts: Sort By: Regon Name «  Sort Order: 13 Ascending = [1Page No.: Page 114

Target Region Coverage % Summary © (¥ Cick chart to deill.down )

Figura 10: Panel de Secuenciacion. Extraido Software Desig Illumina
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+ CHTA Mergec FULLREGION 111 16 10992522 10002884 33y Ot 0bp Obp 100 % ¥ 0 2bp* Yes "Mecged™ \d
+ CHTA Mergod FULLREGION 11 1% 1015010 11016352 3o Obp ovp obp 100 % 3 0 1p@ Yes “Mecged® Y
+ G/ EXON o9 1 10453233 110473610 20340p Sbp Obp Obp 100 % 4444 0 MNMbp? Yes \d
+ CSF1 Merged FULLREGION 111 1 110405783 110406817 10350p Obdp 0vp 0op 100 % 1nm 0 Tbpe? Yos  “Mesged® ¥
+ CTLAs EXON 4 2 204732511 204,738,680 61730p Sbtp obp oy 100 % 20720 0 2bp? Yes \d
+ CTsK EXON 6% 1 150768684 150,780,917 122Mbp Sbp ovp odp 100 % 16818 0 2pp@ Yes Y
+ CTSK Merged FULLREGION m 1 180778352 150778708 34op Obp Obp oop 100 % R o Oop Yes Mecged® A
+ FCRL3 EXON 1A 1 ISTRA7 078 15TOT0L4T 22870bp Sbp obp o 92 % 22 1 4pe Yes Y
+ FCRL3 Merged FULLREGION 11 1 157647673 157 848 763 Tesnp Obp Obp Obp 100 % o0 O 4bp? Yes “Merged® Y
+ FCRLI Merged FULLREGION 11 1 157670244 157 670,052 4090p Qbp obp obp 100 % 4 0 1bp? Yes Merged® Y
+ FSTLt EXON a9 3 120113061 120.160918 56858bp Sbdp oy o 100 % 4van 0 sp? Yos \d
+ FSTL1 Mergoo FULLREGION 11 3 10,160,520 120,166.923 vy Obp 0bp Obp 100 % 44 0 tepe Yes “Merged” Y
+ HLADRB1 EXON 55 Ll I2546.547 3557613 N0ETLp Sbp ovp Ovp 100 % 1010 0 2W0bpis Yes Y
+ HLA-DRS FULLREGION 11 L] 32551881 32552160 by Obtp Obp obp a4 ut 2 Sbprs Yes “Meeged” Y
+ ICAMY EXON L) 19 10,381,597 10397291 157750p Sbp ovp ovp 100 % *9 0 Sbplr Yes Y
+ ICAM1 Morged FULLREGION 111 19 1034704 10397266 25905p Obp obp oop B4 % 2424 I Tep@ Yes "Mergod® Y
+ IFNG EXON 22 12 G8548550 O8553621 49T2bp Sbp Ovp odp 100 % s (] O Yes Y
+ IFNG Maorged FULLREGION 11 12 68551088 8552044 sTop Obp otp oup 100 % a 0 tbper Yes  ‘Megect Y
+ L0 EXON 55 1 206940948 206045839 48020p Sbp obp o 9% 122 1 Ibp? Yes ¥
+ LS EXON a8 4 142557749 142655140 97 3%2bp Sbp Obp obp 4% 1919 4 6bp” Yes ¥
+ IL15 Merged FULLREGION 11 4 142557744 142.558.382 ¥ O o o 100 % 6% 0 3ps Yes “Mergad* \d

Figura 11: Amplicones Panel de Secuenciacion. Extraido Software Desig Illumina

La técnica de secuenciacion, fue TruSeq Custom Amplicon y de utilizé el kit de Truesight one
de illumina, la extraccion del DNA del paciente fue por sangre periférica, la cual se obtenia una
vez el paciente acepata firmar el consentimiento informado y se transladaba a Unigem en donde

se hizo la preparacion de liberias y se incié la secuenciacion

A continuacion, en la Tabla 2 se mencionan las especificaciones de cada parametro que es
reportado en el informe de disefio del ensayo del panel de secuenciacién:
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Project ID: 128976

Corresponde al cédigo de identificacion asignado al ensayo

realizado.

Species: Homo sapiens (UCSC hg19)

Indica la especie para la cual el ensayo esta disefiado. Corresponde
al genoma humano (Homo sapiens) el cual esta almacenado en 23
pares de cromosomas. Veintidos de estos son pares de cromosomas
autosémicos y el par restante determina el sexo. El Proyecto del
Genoma Humano (HGP) produjo una secuencia de referencia del
genoma humano la cual es utilizada en todo el mundo en las ciencias
biomédicas, en este caso para extraer la informacion de los genes

evaluados en el panel seleccionado.

Assay Type: TruSeq Custom Amplicon

Corresponde al tipo de ensayo que sera usado.

Amplicon Size: 175 bp

Hace referencia al tamafio promedio de los amplicones que seran
generados en el proceso de elongacién, y que seran evaluados
mediante secuenciacion.

Variant Source: 1000 Genomes

Indica el patrén o la referencia de las secuencias de ADN utilizadas
para el disefio del ensayo (Resultados del proyecto 1000 genomas).
El objetivo del Proyecto 1000 Genomas fue encontrar la mayoria de
las variantes genéticas con frecuencias de al menos 1% en las
poblaciones estudiadas.

Population: AFR, AMR, AS, EUR

AFR (Africana), AMR (Americana), AS (Asiatico del este), EUR
(Europeo). Hace referencia a las poblaciones utilizadas para la
secuencia de referencia, mas especificamente a los grupos étnicos.
Un grupo étnico hace referencia a las comunidades formadas por
conjuntos de personas que provienen de una misma poblacion y

comparten caracteristicas genéticas.

Selected Amplicons: 1,146/1,147

En total en el ensayo, se evaluaran entre 1,146 y 1,147
fragmentos de ADN correspondientes a los amplicones

de los 42-43 genes evaluados.

Selected Targets: 328/328

Del conjunto de amplicones a evaluar (1,146), se

analizaran un total 328 regiones genéticas.
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Cumulative Targets: 114,676 bp

En total las 328 regiones de interés tienen un tamafio

aproximado de 114,676 pares de bases nucleotidicas.

Number of Gaps: 50

Dentro la totalidad de las regiones genéticas a evaluar,

se espera un total de 50 espacios 0 GAPs.

Total Gap Distance: 7,523 bp

Los 50 GAPs corresponden a un total de 7,523 pares
de bases nucleotidicas que no pueden no ser elongadas.
Es decir, la longitud total en pares de bases de todos

los espacios en el ensayo.

Undesignable Targets: 1 bp

Indica que 1 par de bases nucleotidicas no fueron
identificadas.

Tabla 2: Especificaciones parametros panel de secuenciacion disefiado.

Seguido en el reporte del disefio de ensayo, se tiene el Target Region Coverage Summary. Este

apartado presenta la grafica que resume el porcentaje de pares de bases de las regiones genéticas

estudiadas, que seran cubiertas por los oligonucleotidos usados para cada una de las regiones de

interés.

Posteriormente, se encuentra el item Amplicons Counts vs. Gaps Counts Chart, en el cual se

presenta la figura 11 que representa el nimero de amplicones y el nimero de GAPs. En las

barras grises se presenta el nimero de amplicones y en las barras rojas el nimero de GAPs

para cada region genética estudiada.

Finalmente se presenta el resumen de las caracteristicas para cada region genética que sera

evaluada. A continuacidn, se describen brevemente las principales caracteristicas:

e Name Region: Corresponde al nombre del gen evaluado. Aparecen varias regiones

para el mismo gen porque se utilizan diferentes oligonucledtidos para la region

objetivo, aumentando el tamafio de cobertura, lo que puede rescatar algunas regiones

que no hayan sido previamente identificadas, brindando asi mayor flexibilidad en el

ensayo. Esto permite que se evalle un nimero mayor de amplicones para la region

genética deseada, aumentando asi la posibilidad de hallar posibles variantes genéticas.
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Target type: Indica si la amplificacion para la secuenciacion se hizo dirigida a un exon
0 a una region genética completa. Generalmente en el target tipo Full Regidn se utilizan
diferentes sondas que sobrelapan el mismo exon, buscando generar varios amplicones
de la misma regién, aumentando asi las posibilidades de deteccion de posible mutacién
0 cambios a nivel de la secuencia de ADN.

Chr: Hace referencia al cromosoma en el cual se encuentra ubicado cada una de las
regiones evaluadas.

Start/End: Es la posicién del nimero del nucle6tido en el cual se inicia y finaliza la
secuenciacion.

Length: Representa la longitud total en nucleétidos de la region estudiada.

Padding: Hace referencia al relleno usado para incrementar el tamafio de la region de
interés y mejorar la cobertura.

Coverage: El porcentaje de pares de bases de las regiones genéticas objetivo que seran
cubiertas por los oligonucleétidos.

Amplicons: Corresponde al nimero de amplicones secuenciados sobre el nimero de
amplicones que se tendran para cada una de las regiones estudiadas.

GAPs: Aunque este ensayo esta disefiado para minimizar las interacciones poco
especificas entre oligonucleotidos puede presentarse algunos GAPs (brechas). Los
GAPS hacen referencia a fragmentos en la secuencia de interés que no pudieron ser
secuenciados en el ensayo, es decir en donde ninguna lectura de secuencia pudo ser
leida para una porcion particular del genoma. Los GAPs pueden por varias razones:
baja especificidad en la interaccién entre oligonucleétidos, un contenido de GC en la
region de interés fuera de los limites aceptables, o la presencia de SNPs que no se

tuvieron en cuenta en el disefio del ensayo.

SNPs: Single Nucleotide Polymorphism (polimorfismo de un solo nucle6tido), es una
variacion en la secuencia de ADN que afecta a una sola base nucleotidica.

Avoid SNP: Indica que en el disefio del ensayo se tuvo en cuenta la ubicacion de los
SNP conocidos, esto ayuda a rescatar regiones o SNPs no identificables y/o de baja
frecuencia. El ensayo utiliza las bases de datos en las cuales se han descrito diferentes
SNP, por ejemplo dbSNP 131 (humano hgl9) para poder ubicar los oligonucleétidos

en las posiciones de los SNPs conocidos, lo que mejora el rendimiento del ensayo.
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El andlisis de la informacion recogida en esta investigacion se realiz6 en el paquete estadistico
MedCalc Software. Anélisis univariado: Para la caracterizacion poblacional se realizaron
proporciones y medias con sus respectivas desviaciones estandar. Analisis bivariado: Para la
estimacion de la asociacion entre los polimorfismos de un solo nucleotido y el fallo terapéutico a

Adalimumab se calculd la Odds Ratio.

Consideraciones éticas: El ensayo se llevé a conformidad con el protocolo y la declaracién de
Helsinki (WMA - The World Medical Association-Declaracion de Helsinki de la AMM —
Principios éticos para las investigaciones médicas en seres humanos, s. f.), y la Conferencia
Internacional sobre la Armonizacion («Conferencia Internacional Sobre Armonizacion (ICH)»,
2007). El comité de ética e investigacion del HPTU aprobd el protocolo (2016.088). La
informacion recopilada de los registros clinicos y la intervencidn propuesta no conllevan el riesgo
de causar dafios biologicos, psicologicos o sociales. Debido a la naturaleza del estudio 51 y de
acuerdo con las leyes colombianas (resolucién numero 8430 de 1993), este estudio ha sido

considerado sin riesgo para los participantes.
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4. RESULTADOS Y ANALISIS

4.1 Resultados frente a la determinacion de variantes genémicas en pacientes colombianos
con AR y anélisis de su asociacion con fallo  terapéutico a
Adalimumab en monoterapia o terapia combinada.

Como se observa en la Figura 12, se reclutaron un total de 227 pacientes con artritis reumatoide
con un periodo de 36 meses (marzo 2017-marzo 2020), 22 se incluyeron en el estudio de
secuenciacion (Julio de 2018 hasta Agosto de 2019). Los pacientes seleccionados fueron
emparejados por edad y sexo, el 100% tratado el con inhibidor del factor de necrosis tumoral

alfa Adalimumab, adherentes, raza latinoamericana, sin consumo de tabaco y alcohol.
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Figura 12. Poblacion de estudio y variantes asociadas con fallo terapéutico

Los casos presentaban como descenlance de interés fallo terapéutico, mientras que nos controles

no. Se identificadon 6864 variantes (exposicion) en la secuenciacién gendmica, de las cuéles
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segun disefio de estudio las que presentaban una Odds Ratio mayor a 21 podrian asociarse al
fallo terapéutico, como resultado la variante gendmica SNP rs 6666965 del gen FCGR2B fue
la Unica asociada con el fallo terapéutico a Adalimumab, ya que se encontro la variable de
exposicion en 7 casos y en 1 control con una Odds Ratio de 23,33. Es importante resaltar que

otras variantes tuvieron Odds Ratio mayores a 15, pero no alcanzaron el minimo requerido en

el estudio, asi que podran analizarse en futuras investigaciones.

Las caracteristicas sociodemogréaficas de los pacientes reclutados durante el estudio se presentan

a continuacion:

Casos Controles p*
Caracteristicas demograficas
Edad, mediana (RIQ) 58 (10) 58 (7,5) 0,8644
Peso, mediana (RIQ) 58 (13) 64,5 (12,7) 0,1734
Talla, mediana (RIQ) 156 (9) 160 (13) 0,3688
IMC, mediana (RIQ) 22,8 (7,75) 26,12 (6,83) 0,3608
Sexo (Mujer) 9 (7) 9 (7) 0,3516
Escolaridad

Primaria 9 (8) 7 (7) 0,2527
Secundaria 1 4
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Superior 1 0

Enfermedades concomitantes

Si 8 (5) 10 9 0,1485

No 3 1

Actividad fisica

Si 10 (9) 8 (5) 0,3406

No 1 3

Antecedentes familiares

Si 9 (7 6 (1) 0,923

No 2 5

Tabla 3. Caracteristicas sociodemograficas de los pacientes con AR

En cuanto a constantes sociodemograficas se encuentran el no consumo de alcohol y tabaco, la
adherencia y la raza sudamerica. El emparejamiento entre casos y controles se presenta en la Tabla
4.
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ADALIMUMA ADALIMUM

EDA B CONTROL AB

CASOS | "| SEXO | ,puerenc: | TALLA | Peso ImMc gs  |EPAP| SEXO |, i icrenc: |TALLA| PESO ImMc
A A
] ] CONTROL ) .

CASO1 | 76 | Mujer Si 147 6a|l 3147 1 76 | Mujer Si 165| 60,55| 22,22
] ] CONTROL : .

CASEO | 57 | Mujer Si 160 ss| 2266 3 57 | Mujer Si 160 68| 26,56
; CONTROL ,

CASO4 | 30 | Hombre Si 163 74 27,85 a 39 | Hombre Si 166 57 20,69
] CONTROL .

CASO5 68 | Hombre Si 156 555 22,81 5 67 | Hombre Si 164 64,5 23,98
] ] CONTROL : .

CASO6 | 74 | Mujer Si 149 a2| 1892 6 73 | Mujer Si 150] 68,5| 3044
] ] CONTROL ) .

CASO7 | 38 | Mujer Si 156 62 25,48 7 40 | Mujer Si 1700 755 26,12
] ] CONTROL : .

CASO8 | 58 | Mujer Si 159 53| 2083 s 59 | Mujer Si 149 49| 22,07
] ] CONTROL : .

CASO9 | 54 | Mujer Si 163 53 19,95 9 56 Mujer Si 145 64 30,44
] ] CONTROL ) .

CASO10 | 55 | Mujer Si 155| aas| 1852] 10 56 | Mujer Si 155  sas5| 22,68
] ] CONTROL : .

CASO11 | 61 Mujer Si 150 64 28,44 11 58 Mujer Si 168 20 28,34
CONTROL ) )

CASO2 No se incluy6 en el estudio 2 60 Mujer Si 157 74,5 30,22

Tabla 4 Emparejamiento casos y controles

4.2. Resultados frente a la identificacion de variantes gendmicas conocidas y no conocidas

mediante secuenciacion de proxima generacion en pacientes colombianos con AR.

4.2.1. Genotipificacion de las muestras en los genes de interés

Una vez tomada la muestra de sangre periférica en la entidad prestadora de servicios de salud, en

el laboratorio Unigem se procedio a extraccion del ADN, para el procesamiento de las muestras

se procedié a realizar una captura de las regiones que comprenden un EXOMA-HUMANO

utilizando el kit Truesight one de Illumina asi como las regiones intronicas flanqueantes. Las

regiones fueron secuenciadas con tecnologia Illumina. Las librerias y la secuenciacion se hicieron

en Unigem usando el equipo Miseq de Illumina, los datos se enviaron a través de Novogen para

poder usar la plataforma Bitgenia.
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Las lecturas pareadas obtenidas fueron alineadas contra el genoma de referencia de “The Genome
Reference Consortium” en su version 37 (GRCh37), por medio del software Barrow Wheelers
Aligner (BWA). El procesamiento de las lecturas alineadas se llevd a cabo segin las
recomendaciones del Genome Analysis Toolkit (GATK). En primer lugar, se procedié a marcar
las lecturas que puedan ser producto de duplicaciones de PCR por medio del software PICARD,
se detectaron regiones con varias lecturas de baja calidad y se realiz6 un realineado local con el
fin de detectar posibles deleciones o inserciones pequefias. El siguiente paso consistio en detectar
las diferencias entre el consenso de las lecturas obtenidas y el genoma de referencia, en un proceso
denominado “llamado de variantes” (del inglés “variant calling”) mediante la herramienta
“Haplotype Caller” de GATK. A partir de la informacion de calidad de las variantes se realizé un
filtrado, con el protocolo “Hard Filtering”, segun las recomendaciones detalladas por GATK, con
el fin de detectar y filtrar aquellas variantes llamadas de baja calidad. Como ultimo paso se
procedio a anotar el VCF (vincular las variantes con datos biolégicos) con informacion externa de
bases de datos utilizando el paquete de software SnpEff/SnpSift. Para ello se utilizaron las
siguientes fuentes: dbSNP, ExXAC, 1000 Genomas para frecuencia poblacional, Clinvar para la
relevancia clinica y Polyphen, SIFT y Mutation Taster para las predicciones de patogenicidad. El

andlisis del archivo de variantes (VCF) se realizé con el software B-platform.

4.2.2. Analisis de Datos Bioinformaticos

Se realizd la secuenciacidn de préxima generacion y los datos fueron extraidos a una planilla de
Microsoft Excel® mediante la plataforma bioinformatica de BitGenia. Luego del procesamiento
bioinformatico de los datos provenientes de 21 se procedi6 a realizar el analisis de datos gendmicos

en la “ B Platform”.

Estos grupos de 21 pacientes con diagnostico de "artritis reumatoide” y todos fueron tratados con
el farmaco ADALIMUMAB que es un blogueante de TNF-a.

Los pacientes fueron numerados del 1305 al 1326. Aquellos que presentaron fallo terapéutico,
fallo significa que no se alcanz6 la remision del paciente con este medicamento, son los que fueron
codificados del 1305 al 1315, y los que lograron eficacia, es decir, que si se logré la remisién de

la enfermedad en el tratamiento con el farmaco, fueron los cddigos del 1316 al 1326.
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4.2.3. Andlisis genes de AR y funcion del TNF

En esta etapa se amplié el proceso de andlisis y genotipificacion de ambos grupos para las variantes
en los genes con asociacion a AR y/o funcion de TNF, sobre los paneles provistos. El panel de

genes se presenta en la tabla a continuacion:

Lista de genes candidatos - AR y/o funcion de TNF

ACP5, CCL2, CCL3, CCL5, CD244, CIITA, CSF1, CTLA4, CTSK, FCRLS3, FSTL1, HLA-
DRB1, ICAM1, IFNG, IL10, IL15, IL17A, 1L18, IL1A, IL1B, IL1RN, IL6, IL8, MMP1,
MMP13, MMP3, NFKBIL1, OLAH, PADI4, PTPN22, S100A12, SAA1l, SERPINHI,
SLC22A4, STAT4, TLR2, TLR4, TNF, TNFAIP6, TNFRSF11A, TNFRSF1B, TNFSF11,

TNFSF13B

Tabla 5. Listado de genes candidatos

El procedimiento seguido aqui consistié en filtrar de los 21 casos todas las variantes encontradas
en la lista de genes de asociacion a AR y/o funcion de TNF y posteriormente genotipificarlas. En

la figura 13 se observa el grafico de los datos.
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Figura 13 Variantes con scores mas altos
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De este andlisis surgié que las variantes con scores mas altos son, en orden descendente:

2:113535770 GGT>G del gen IL1A
1:114400195 G>GA del gen PTPN22
rs653667 del gen TNFRSF1B
rs57744451 del gen PADI4
rs3758854 del gen MMP13
rs10895372 del gen MMP13

4.2.4. Anélisis genotipificacion de las muestras en las variantes de interés

Se realizo el analisis del listado de rs (snp) para cada uno de los pacientes. Se determinaron los

genotipos en cada uno de los grupos de pacientes.

Luego de disponibilizar en la plataforma, B platform, las variantes para cada paciente, se

dividieron en dos grupos, los casos y los controles. Y asi poder realizar un analisis en conjunto,

como un estudio maltiple, con la estadistica correspondiente por grupo.

AR todos nige
| mudtiple - 21 [l GRCNOT - SureSelact Al £xon V6.

AR controles

AR casos

Figura 14: Lista de estudios en la plataforma.

Lo primero que se realizé fue la validacion de los 6864 codigos rs. Este paso fue necesario porque

varias variantes estaban desactualizadas, es decir, no tenian los codigos actualizados. Los cddigos

rs en la base de datos dbSNP se actualizan y se van unificando en rs nuevos. Entonces el primer

paso lo que se hizo fue normalizar los codigos de las variantes.
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Una vez obtenida la lista de variantes validada, el siguiente paso fue el reprocesamiento de las 21
muestras para poder generar un archivo GVCF, que consistid en la interrogacion de cada una de

las posiciones genomicas de los rs.

Obtenido el GVCF se identificd para cada muestra en cada variante (rs) si esa posicion habia sido
cubierta o0 no por la secuenciacion y su genotipo. Si en esa posicion la muestra fue homocigota
para la referencia, se indico “0/0”. En los casos en los que la cantidad de lecturas que cubrian la

posicion fuera menor que 10, se coloco un asterisco al lado del genotipo, por ejemplo, “0/0*”.

Los resultados de la genotipificacion de las variantes se encuentran en la planilla llamada “Base
de datos Genotipificacion.xls”, que posteriormente se incorporé a la nueva herramienta

farmacogendmica disefiada con la investigacion.

4.3. Establecer la asociacion de variantes genomicas identificadas con el fallo terapéutico a

Adalimumab en pacientes colombianos con AR

Por ultimo, se realizé un grafico de dispersion para poder identificar las variantes en las que la
diferencia entre los casos y los controles es mas significativa. El estadistico utilizado para construir

el grafico fue el odds ratio (OR).
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Figura 15: Grafico de dispersion de variantes
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En el gréafico se observa el OR para cada variante. Esto es un estimador del riesgo de presentar
fallo terapéutico, dado que se posee la variante. Por lo tanto, en las variantes con OR mas altos
hay una asociacion mas fuerte entre la variante y presentar fallo terapéutico.

De este analisis se puede observar que las variantes con los OR mas altos son, en orden
descendente: rs6666965, rs3933769, rs4778636, rs61801822, rs78763831.

| Efecto Odds | 95% inervalo | Z Nivel de Numero y
Gen Variante . SNP . . I L ._ | porcentaje
Variante ratio de confianza statistic | Significancia -
de pacientes
FCGR2B G->T | \Variante rS6666965 233  |2.0t0273.3 2509|P=00121 |8 (38%)
Intronica
Variante
FCGR3A c->T " |rs78763831 [17.8 | 0.8t0377.4 1.846 | P = 0.065 16 (76%)
Intragénica
Variante
FCGR3A C>T " |rs61801822 [17.8  |0.8t0377.4 1.846 | P = 0.065 16 (76%)
Intragénica
IL16 G->A | Variante rs4778636 159 |0.7t0345.1 1.764|P=0.0778 |1 (4%)
Intrénica
FCGR3A A->G [Variante [ 933769 75  |07t08L3 1657 |P=0.0974 |14 (66%)
Intragénica

Tabla 6: Variantes con los OR mas altos de fallo terapéutico.

4.4 Resultados frente al disefio de una base de datos integral de variantes gendmicas en
pacientes colombianos con artritis reumatoide identificando posibles biomarcadores en los

estudios bioinformaticos

4.4.1 Estudio de factores genéticos de susceptibilidad

La tercera etapa consistié en la busqueda y analisis de estudios previos de asociacion (GWAS) en
la base de datos GWAS Catalog asociados a TNF-o y AR (o trastornos autoinmunes) que nos
permitan obtener otros SNPs y poder estudiar y genotipificar en ambos grupos de pacientes todos

los SNPs correspondientes.

En el analisis funcional de las variantes encontradas y busqueda de diferencias significativas entre
ambos grupos, se construyd un score como medida del riesgo genético de desarrollar la
enfermedad, utilizando las variantes encontradas en GWAS Catalog. El score asociado a cada
muestra podria servir para encontrar alguna correlacién entre el riesgo genético de desarrollar la

enfermedad y el resultado del tratamiento.
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Hay més de 1000 entradas en GWAS Catalog asociadas a esta enfermedad. Nos quedamos con las
que tuvieran un p-valor menor a 10 y un valor de odds ratio asociado para poder construir un
score que sirva como medida del riesgo genético de desarrollar la enfermedad. Ademas, las
variantes utilizadas estan en desequilibrio de ligamiento para que el efecto de cada una sea
independiente.

Se utilizaron entonces las siguientes variantes seleccionadas de GWAS Catalog para el calculo de

riesgo de artritis reumatoide, las cuales son variables en el grupo en estudio:

VARIANTE ALELO DE RIESGO m
A 1.80

rs2476601 PTPN22

rs30187 ERAP1 T 1.29
rs11209026 IL23R G 1.65
rs33980500 TRAF3IP2 T 1.95
rs41299637 Clorf106 T 1.20
rs13397 TMEM187 A 1.27
rs2843401 MMEL1 @ 1.24
rs1893592 UBASH3A A 111
rs2812378 CcCL21 G 1.12
rs10985070 PHF19 © 1.08

Tabla 7: Célculo riesgo AR

De estos 10 genes reportados como contribuyentes al desarrollo de artritis reumatoide, solo
PTPN22 estaba incluido en la lista original de 43 genes candidatos. Es importante mencionar que
ninguna de estas variantes se encuentra entre las variantes mas significativas encontradas en el

andlisis anterior.
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Utilizando el valor de odds ratio reportado para cada una de estas variantes se calculd un score de

riesgo de artritis reumatoide, para ver si existe una correlacion entre el riesgo de desarrollar la

enfermedad, y la eficiencia del tratamiento. El score de un paciente es luego la productoria de los

OR de cada variante, ajustados por la prevalencia (prev). EI OR de cada variante es OR2prev

(ORRR) para el homocigota de riesgo, ORprev (ORqr) para el heterocigota y 1prev (ORqo) para el

homocigota de referencia (no riesgo). La prevalencia se calcula de la siguiente manera:

prev = ORQQ(1-P(R))2+ORQR2P(R)(1-P(R))+ORRRP(R)2

donde P(R) es la frecuencia poblacional del alelo de riesgo. Este calculo asume el equilibrio de

Hardy—Weinberg.

El score de riesgo obtenido para cada muestra es el siguiente

PACIENTE SCORE

1307

1315

1316

1308

1311

1313

1325

1305

1323

1322

1314

1310

1312

1317

1324

1318

1326

35.986634

18.222261

16.439478

15.677894

10.694468

8.359126

7.437694

6.481496

6.001385

5.418239

5.339122

5.133993

4.422716

3.894896

3.890475

3.693478

2.925604
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1309

1320

1319

1321

2.553730

2.281158

2.055097

1.977337

Tabla 8: Score de Riesgo vs Fallo terapéutico

Los pacientes en las filas resaltadas en color gris presentaron fallo terapéutico, mientras que los

de las filas sin resaltar lograron eficacia.

Pareceria a simple vista que los individuos con fallo terapéutico tienen scores mas altos:

35

30

25

20

Score

15

10

Figura 16: Score entre Casos y Controles de Fallo Terapéutico

Casos

Grupo

Controles

Para evaluar la significancia de esta correlacion se realizd6 un ANOVA.

- Suma de cuadrados Grados de libertad -

Grupo

201.020344

——

3.544204

0.075159

60



Residual 1077.642823 19

Tabla 9: Significancia de correlacion fallo terapéutico

El p-valor no significativo indica que no existe una diferencia significativa entre grupos. Esto
posiblemente seria diferente si la cantidad de muestras fuera mayor. Con estos datos no podemos

decir que haya diferencias significativas.

Ademas, se realiz6 la busqueda de informacion en PharmGKB de anotaciones asociadas a
ADALIMUMAB. Se analiz6 el genotipo de cada paciente en relacion a la variante rs1800629 que
es la de mayor nivel de evidencia (2B).

Como resultado se encontrd lo siguiente con relacion al Adalimumab: En la base de datos de
farmacogendmica PharmGKB hay varias anotaciones clinicas de nivel 3 y 4. Una sola de nivel 2B

(evidencia moderada): la rs1800629 del gen TNF, relacionada con eficacia.

GENOTIPO FENOTIPO

AA Menor probabilidad de mejora que AG y GG.

AG Mayor probabilidad de mejora que AA'y menor
que GG.

GG Mayor probabilidad de mejora que AAy AG.

Tabla 10: Evidencia de eficacia relacionada con el Adalimumab el el rs 1800629

Todos los pacientes del estudio tienen genotipo GG excepto 1305, 1309 y 1313 que tienen genotipo

AG y pertenecen al grupo con fallo terapéutico.

4.4.2. Analisis Funcional

Finalmente se realiz6 el analisis funcional de las variantes. Se buscaron variantes con probada
asociacion de patogenicidad dentro de los genes relacionado con el diagnostico de AR. Se filtraron

las variantes patogénicas o probablemente patogénicas segun la clasificacion de ClinvVar y ACMG
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para cada unos de los casos y controles. Esta busqueda se realizd sobre la lista de genes iniciales,
a la cual se le agregaran los genes asociados a riesgo de AR tomados de GWAS y los genes de las
aproximadamente 6000 variantes identificadas en la secuenciacion.

No se encontraron alteraciones genéticas reportadas previamente como patogénicas,
probablemente patogénicas o variantes VUS (de significado incierto) con caracteristicas relevantes
que pudieran justificar el cuadro clinico observado.

Lista de genes (316) de las variantes secuenciadas

AC005493.1, AC005549.3, ACAN, ACP5, ADAM17, ADAMTS4, AL137026.1, ALOXS,
ANGPT1, ANXA1, ANXAS5, AP000350.10, AP000350.4, APOH, ATIC, ATP6V1G2,
ATP6V1G2-DDX39B, B9D2, BCLIL, BST1, BTLA, BTNL2, C190rf68, Clorfl67,
Clorf204, CARDS8, CAST, CAT, CCDC22, CCDC97, CCL2, CCL20, CCL3, CCLA4,
CCLS5, CCR1, CCR2, CCR5, CCR6, CCRL2, CD244, CD28, CD4, CD40, CD40LG,
CD44, CD69, CD79A, CD80, CD86, CHI3L1, CIITA, CILP, CLCN6, CLEC16A,
COL18A1, COL2A1, COMP, CR1, CRP, CRTC1, CSF1, CSF1R, CSF2, CTD-2337A12.1,
CTLA4, CTSB, CTSG, CTSK, CTSL, CTSO, CX3CL1, CX3CR1, CXCL1, CXCL10,
CXCL12, CXCL5, CXCL6, CXCL9, CXCR3, CXCR4, CXCRS5, DDC8, DDX39B,
DHODH, ELANE, ENO1, ERAP1, FAM211A, FAM211A-AS1, FAS, FASLG, FBXL19-
AS1, FBXL21, FCGR2A, FCGR2B, FCGR2C, FCGR3A, FCGR3B, FCRLS, FLG, FLG-
AS1, FLT1, FOLR2, FOS, FOXP3, FSTL1, GNAQ, GPI, GPX3, H19, HAS1, HLA-B,
HLA-DMA, HLA-DMB, HLA-DOA, HLA-DPA1, HLA-DPB1, HLA-DQA1, HLA-
DQA2, HLA-DQB1, HLA-DRA, HLA-DRB1, HLA-DRB5, HMGB1, HNRNPUL1,
HOXC11, HP, HSPAS, HSPD1, HSPE1, HSPE1-MOB4, HTRA1, 1AH1, ICAM1, IL10,
IL11, IL13, IL15, IL16, IL17A, IL17RA, IL18, IL18BP, IL18R1, IL19, IL1A, IL1B,
IL1IR1, ILIRAPLZ, IL1IRLI, ILIRN, IL2, 1L22, IL22RA1, IL23A, IL23R, IL26, IL2RA,
IL2RB, IL32, IL37, IL4, IL6, IL6R, IL6ST, IL7, IL8, IRF5, ITGAL, ITGB2, JAMS, JUN,
LACCI, LECTZ, LIF, LRRK2, LTA, LTB, MALAT1, MAP3K8, MAPK1, MAPK14,
MAPKS, MBL2, MCCD1, MICB, MIF, MIR146A, MMP1, MMP12, MMP13, MMP2,
MMP3, MMP8, MMP9, MOB4, MPO, MRPL49, MTHFR, NFKBIA, NFKBIL1, NLRP1,
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NOS2, NPSR1, NR3C1, NR4A2, NUMA1, OLAH, OSM, PADI4, PAQRG6, PDCD1,
PIK3CG, PLA2G2A, PLEKHGG6, PPP1CC, PRRC2A, PRTNS, PTGS1, PTGS2, PTH,
PTPN22, REL, RELB, RETN, RP11-986E7.7, SI00A9, SAAL, SAA4, SDHD, SELE,
SELE,COL18Al, SELL, SERPINA3, SERPINH1, SH2D1A, SIAE, SIGLEC1, SLAMFS,
SLC11A1, SLC19A1, SLC22A4, SPA17, SPP1, SRF, STARDS, STAT4, STEAP4,
SUPT20H, SYK, SYN1, SYVN1, TAGAP, TBRG1, TEK, TEX13A, TFRC, TGFB1,
TGFB2, TGFB3, TIMP1, TIMP2, TLR2, TLR4, TLR9 TLR9, TNF, TNFAIPG,
TNFRSF11A, TNFRSF11B, TNFRSF13C, TNFRSF1A, TNFRSF1B, TNFSF11,
TNFSF12-TNFSF13, TNFSF13, TNFSF13B, TNIP1, TRAFL, TTR, TWF2, VCAM1,
VEGFA, ZC2HC1A, ZFAS1, ZNF114, ZNF334, ZNFX1

Lista de genes candidatos (43) - AR y/o funcion de TNF

ACP5, CCL2, CCL3, CCL5, CD244, CIITA, CSF1, CTLA4, CTSK, FCRLS, FSTL1, HLA-
DRB1, ICAM1, IFENG, IL10, IL15, IL17A, 1L18, IL1A, IL1B, IL1IRN, IL6, IL8, MMP1,
MMP13, MMP3, NFKBIL1, OLAH, PADI4, PTPN22, S100A12, SAA1l, SERPINHI,
SLC22A4, STAT4, TLR2, TLR4, TNF, TNFAIP6, TNFRSF11A, TNFRSF1B, TNFSF11,
TNFSF13B

Lista de genes candidatos (10) - AR - GWAS

TRAF3IP2, CCL21, IL23R, ERAP1, PTPN22, MMEL1, UBASH3A, TMEM187, PHF19,
INAVA(C1orfL06)

Tabla 11: Listado de genes candidatos y de genes de las variantes secuenciadas.

La cobertura de este examen fue suficiente para asegurar buena calidad en la totalidad de las

secuencias blanco del exoma. Particularmente, las regiones codificantes de los genes analizados

se cubrieron en un 100%.
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5. DISCUSION DE RESULTADOS

En cuanto a la identificacion de variantes gendmicas conocidas y no conocidas mediante
secuenciacion de proxima generacion en pacientes colombianos con AR; se logrd analizar
variantes genémicas SNP de los pacientes con AR incluidos en el estudio, logrando el registro de
los SNP aun no reportados en bases gendmicas (dbsnp) y la normalizacién de 6864 variantes
gendmicas en total. Ademas se identificaron los score més altos de los genes de AR y funcién del
TNF, destacando en la poblacién colombiana de estudio las variantes genémicas: 2:113535770
GGT>G del gen IL1A, 1:114400195 G>GA del gen PTPN22, rs653667 del gen TNFRSF1B,
rs57744451 del gen PADI4, rs3758854 del gen MMP13, rs10895372 del gen MMP13; esta
informacion es relevante para futuras investigaciones de variantes gendmicas. También, como se
observa en los resultados, adicional a la variante asociada al fallo terapéutico a Adalimumab; se
identificaron otras variantes gendomicas SNP como rs78763831, rs61801822, rs4778636 y
rs3933769 que no son estadisticamente significativas, pero pueden ser de gran utilidad para el

estudio de haplotipos asociados a la eficacia de los FARMEDb.

Frente al establecimiento de la asociacion de variantes genomicas identificadas con el fallo
terapéutico a Adalimumab en pacientes colombianos con AR se observa que en diferentes estudios
el gen FCGR2A presenta un polimorfismo con actividad significativa en la eficacia de adalimumab
(Wen Z, 2021), (Mikhaylenko DS, 2020). A diferencia de nuestro estudio, el SNP identificado fue
rs1801274, sin embargo, el SNP rs6666965, se encuentra en el mismo gen FCGR2B, por lo que
puede tener caracteristicas similares en adalimumab y otros farmacos antirreumaticos
modificadores de la enfermedad (Mikhaylenko DS, 2020), lo cual sirve para buscar haplotipos en
el mismo gen. El estimador de riesgo utilizado fue Odds Ratio (OR) y su interpretacion se deriva
de la fuerza de asociacién entre los SNP encontrados en los pacientes y el grado de fallo terapéutico
del tratamiento. Particularmente en este estudio, se encontr6 que los SNPs con OR maés altos eran:
rs6666965, rs3933769, rs4778636, rs61801822, rs78763831. Sin embargo, el SNP rs6666965 fue
el Unico que demostrd una fuerte asociacion relacionada con el fallo terapéutico del tratamiento

con adalimumab (p = 0,0121).
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En lo referente al disefio de una base de datos integral de variantes gendmicas en pacientes
colombianos con artritis reumatoide identificando posibles biomarcadores en los estudios
bioinformaticos, se generd la primera base de datos farmacogendmicos incluyendo variantes
genéticas pacientes colombianos con artritis reumatoide, los cuéles se compartieron con diferentes
plataformas bioinformaticas y permitieron la creacion de un desarrollo tecnolégico que permite
generar alertas de acuerdo con la informacién genémica del paciente en la medida que se asocian

variantes gendmicas con el fallo terapéutico.

En cuanto a la determinacion de variantes genomicas en pacientes colombianos con AR y analisis
de su asociacion con fallo terapéutico a Adalimumab en monoterapia o terapia combinada; tal
como se observa en los resultados pacientes colombianos con AR, que presenten variantes
genomicas en el gen FCGR2B, en especial el polimorfismo rs6666965 podrian tener fallo
terapéutico a Adalimumab; dada la asociacion de dicho polimorfismo con el fallo terapéutico al

antiTNFo Adalimumab que se determin6 en el presente estudio.

Este nuevo hallazgo sirve como base para futuras investigaciones de determinacion de posibles
biomarcadores predictores de respuesta a Adalimumab; contribuyendo desde la farmacogendmica,
a la medicina de precisidn para que los pacientes reciban de manera personalizada sus tratamientos
farmacolégicos evitando el fallo terapéutico y contribuyendo a mejorar las condiciones de salud

de la poblacion con AR.

Desde un punto de vista mecanicista, esta variante gendmica de tipo intrénico identificada en el
estudio, puede asociarse con el fallo terapéutico a Adalimumab porque afecta la sintesis correcta
de la proteina que codifica el gen FCGR2B, dicha proteina codificada por este gen es un receptor
de baja afinidad por la regién Fc de los complejos de inmunoglobulina gamma, esté involucrada
en la fagocitosis de complejos inmunes y en la regulacién de la produccién de anticuerpos por
parte de las células B. (Breunis WB, 2009) Las variaciones en este gen pueden afectar la respuesta

de anti TNF como el Adalimumab.

La posible relacion entre adalimumab y el mencionado SNP puede existir en la interaccién del

farmaco con la capacidad inhibitoria en el funcionamiento de la inmunoglobulina G debido al gen
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FcGR2B; ya que los receptores FC gamma (FcyR) se unen a la region constante de la
inmunoglobulina G y ésta transmite sefiales tanto estimulantes como inhibidoras a las células
inmunes segun sea necesario. (Karimifar M, 2021). En uno de los genes FcyR, el FcGR2B contiene
el polimorfismo rs 6666965. El adalimumab modula la respuesta bioldgica inducida por TNF y
reduce las concentraciones de IL-6. Ademas, al ser un anticuerpo monoclonal de origen humano,
se une al TNF circulante y de la superficie celular, bloqueando la interaccién entre el TNF-a y los

receptores p55 y p75.

El SNP rs6666965 se describio en un estudio de secuenciacion de genes que codifican receptores
gamma de Fc en una poblacién coreana. La expresion de este SNP junto con rs12117530 y
rs1050501 fue significativamente mayor en pacientes con diagnostico de lupus eritematoso
sistémico (LES). (Karimifar M, 2021) Algunas de las manifestaciones clinicas encontradas en
estos pacientes fueron disminucion del complemento, linfopenia y anticuerpos anti-dsDNA y
trombocitopenia. Actualmente, no existe suficiente informacion sobre el rs6666965 y su
asociacion en la practica clinica, pero es importante destacar su presencia en enfermedades

autoinmunes con cambios importantes en la fisiopatologia de la enfermedad.

Ademas, es importante mencionar que el proceso de codificacion de proteinas se realiza a traves
de los ARNm maduros, pero antes de llevar a cabo este proceso se debe realizar la eliminacion de
los intrones dentro de los ARNm primarios mediante el splicing de exones. Este proceso puede
tener alteraciones dadas por mutaciones y la intervencién de SNP en los sitios de empalme,
potenciadores o inhibidores de corte. (Vaz-Drago, 2017)Sin embargo, es adecuado mencionar que
el proceso fisiopatologico por el cual las modificaciones y deleciones intronicas afectan el proceso
de codificacién de proteinas en el contexto de la respuesta modificadora al tratamiento con

Adalimumab en pacientes con artritis reumatoide, requiere de nuevas investigaciones.

Existen importantes limitaciones en el estudio de la farmacogenética y la farmacogendmica, y sus
implicaciones para la variabilidad de la respuesta a los farmacos en la préactica clinica.
Actualmente, existen muy pocos estudios a nivel mundial sobre estos temas y especificamente, en
Colombia, no existen estudios relacionados con las respuestas clinicas individuales a los
anticuerpos monoclonales en pacientes con diagnostico de AR, de aqui la relevancia de este primer

estudio.
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6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Tal como se presenta en los resultados y en la discusion, el SNP rs6666965 del gen FCGR2B se
asocia con el fallo terapéutico a Adalimumab y sirve como base para nuevas investigacion de

haplotipos del mismo gen o de biomarcadores tipo variante genémica.

El disefio de panel para la respuesta de medicamentos en la artritis reumatoide, realizado mediante
la técnica TruSeq Custom Amplicon permitié el descubrimiento de variantes genéticas no

reportadas y la validacion o correccion de las ya reportadas.

A partir de herramientas bioinformaticas, se puede extraer la informacion relevante de las variantes
genéticas de los individuos y generar bases de datos farmacogendmicas para predecir la respuesta
a medicamentos, utilizada en diferentes plataformas bioinformaticas y en el desarrollo de

productos tecnologicos predictores de respuesta a medicamentos.

Dentro de la lista de genes y variantes analizada, se encontraron algunas cuyo efecto sobre el
tratamiento con adalimumab es relativamente mayor. Estas variantes son candidatas para ser
estudiadas con mayor profundidad para verificar que estan involucradas en la respuesta al

tratamiento.

En cuanto al score de riesgo desarrollado, no se encontrd una diferencia significativa entre los
casos con fallo terapéutico y los controles con eficacia. Sin embargo, esta prueba posiblemente
esté influenciada por el bajo nimero muestral. Un estudio similar con un mayor nimero de

pacientes probablemente arroje resultados mas firmes.
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Anexo 2 Pasantia Internacional

Sevilla, 3 de Abril de 2019

Sefiores:
COLFUTURO
Bogota

Asunto: CARTA DE INVITACION PASANTIA ESPANA

Respetados sefores:

MIGUEL ANGEL CALLEJA, Farmacéutico de Hospital en Junta de Andalucia, en calidad
de cotutor de la estudiante de VIl Semestre del Doctorado en Ciencias Farmacéuticas y
Alimentarias YOLIMA PUENTES OSORIO C.C. 43.261.632, en el marco del proyecto de
investigacion Farmacogenémica en la Artritis Reumatoide, invita a la estudiante, al
Hospital Universitario Virgen de la Macarena de la ciudad de Sevilla, Espana. Las fechas
de estancia son de marzo 15 de 2019 a Julio 15 de 2019 y la persona encargada del
acompafamiento en Espafia es el farmacéutico Coordinador del laboratorio de
Farmacotecnia del Hospital Universitario Virgen de la Macarena, Vicente Merino
Bohdrquez, su correo de contacto es: vicente.merino.sspa@juntadeandalucia.es.

Agradezco su atencién y colaboracion,

(o

Miguel Angel Calleja Hernandez
Co-Tutor Espana
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Anexo 3 Consentimiento Informado

ANEXO 2

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA INVESTIGACION FARMACOGENOMICA EN PACIENTES
COLOMBIANOS CON ARTRITIS REUMATOIDE

Fecha: __ Nombre del paciente: Céduls:
Muestra: [0 sange 0 oves

nwmmmmoeadq.mmmumnumammmummmm
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obtenerse. Igualmente, manifiesto !nehaoﬂadolapm;«wmde investigacidn. Lo
anterior, de acuerdo con 1a i Que s presents a continuacion:
JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION
La farmacogendmica de la poblacidn Colambia con Adtritis ade (AR),
Mnmmmhﬁhﬂm&mmmﬂezmnﬂmﬁnah
y de la AR
E\hm MIMM@K ica de la 36n C it por ello, &4
necesanio identificar y clasificar los éticos propios de pach iancs con AR, que
influyen en la infliods ¥, con efo contribuir & 2 medicna
de precsidn, es decir, ummwanumnmumammcmu
presente proyecto se la con la a

mmmurmemmuhmn)ymmuh <& reslizard un
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Mumgwmmwﬁdmmsmuwwma
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o Estamos imitsndo & los pacientes con AR
o S is s
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mbmmhhylﬁldemlumdmdem”mlmsmmaewmuh
recopilados en una base de datos y sagin nuestras poiiticas de tratamiento de datos personales, los
mmmamamammmabummvmmmmu
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ank . i pern i AR y 1a i 65 1and Basa Mmmammymammmlamm&u
Mmmm Ffnos.
Finsimente, declaro que se m= ha informado sobre |8 confidencislidad del estudio segin las condicones del
OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION secreto profesional y L leyes de proteccion de la intimidad vigertes.
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ninguna explcacon sobre mi decision de hacerlo y que esto no afectard en ninguns forma los cuidadas de
salud que debo reciir, derivados de Jos procesos o suossos de 1 Investigacdn.

Yo doy mi libre consentimiento para ser ndluicdo en £4ta investigacidn

Manifiesto que no he recido presiones verbales, escritas y/o mimicas para partiipsr en & estudio; que dicha
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Anexo 4: Identificacion de pacientes por parte del reumatélogo
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FECHA Codge
PROYECTO: FARMACOGENOMICA EN
PACIENTES COLOMBIANOS CON
ARTRITIS REUMATOIDE DD | MM | AAAA

FORMATO DE REMISION DE PACIENTES

IDENTIFICACION DEL MD ESPECIALISTA
Mombres y apellidos completos:

DATOS BASICOS DEL PACIENTE
Nombres y apellidos completos:
N® Identificacion: Lugar de atencidn:
Hospital . . T
. Clinica Universitaria "

N® Historia Clinica: Pab:jonzbon Pontificia Bolivariana Artmedica

Teléfono fijo:

Teléfono fijo acompafiants:

Teléfono mavil:

Teléfono movil acompafiante:

Correo electronico pacients o acompafiante:

Género: F [ m [

Fecha de

nacimiento:

DD

MM

Presenta Fallo
Terapéutico:

s O
no [

Forma de identificar fallo

terapéutico

Tratamiento farmacoldgico
(varias respuestas)

Prueba

Valor

Adalimumak Q

SDAI (principal) [

DAS 28

|

Oftro?:Cual?

Etanercept [

Infliximakb (|

Metotrexato []
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Anexo 5 Evaluacion de Adherencia

FORMATO DE EVALUACION DE ADHERENCIA A LOS MEDICAMENTOS

Datos basicos del paciente

rslornbre completo y apellidos: Codigo
. . L T . (Sex0
h |dentificacion: M historia clinica: Edad: O mO
Informacion del tratamiento
Medicamentos prescritos
i Perdida o
Nombre megicamento Via de administracién Frecushciace  |Fecha de inicio de tratamientolademnm de dosis:
DC X0 asas =1 nod
DO D ABAA O nod
DO M} Y ETw
etrasos en la administracion - MM Caan - N - . L O oI
ultimos registros en kardex) o o o
|Presenta eventos adversos a medicamentos: Examenes Paraclinicos
S5l O No O si, larespuesta es si- por favor especifique: Examen Resultado
Aumento de enzimas hepaticas: 510 WO O |Factor Reumatoide (FR)

IGI: Mauseas, vomito, estomatitis: SI CIWNO O

Anticuerpos contra el péptido citrulinado (CCP)

SMC: Cefalea, Confusion, Fatiga: 510 NOCI

|Protina C reactiva (PCR)

|Reacciones tipo alérgico: SIC WO

elocidad de sedimentacion globular (VSG)

hem:u:iones infusionales o sitic de inyeccion: 51 WO O

|Examenes de funcion hepatica (AST — ALT)

finfecciones: 51 o &

botros? 51 OO MO O Cuales?:

Entrevista al paciente
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Anexo 6 Material de apoyo sobre informacion del proyecto

UNIVERSIDAD
DE ANTIOQUIA

Proyecto de investigacion

FARMACOGENOMICA EN PACIENTES COLOMBIANOS CON
ARTRITIS REUMATOIDE

iQuienes pueden participar?

Hombres y mujeres mayores de 18 afos

diagnosticados con artritis reumatoide, que
asistan a cualqulera de las Instituciones de
salud  donde se realiza el proyecto de

Criterios de seleccién

gersoms en tlra':'a;lnmle;to c,%n Adalimumab,
tanercept, In y/o Metotrexato
mayor a 3 meses, a enfermedad esta
controlada o aquel en los que se
presentd un fallo terapéutico,

Se cuenta con un consentimiento Informado

Brtvio a la investigacion, el cual usted puede
rmar libremente.,

Riesgos

. Se procederd a una toma de muestra de
. sangre una vez explicado y firmado el
. consentimiento informado. La lnvest:"zdén
- no acarrea rlesgos genéticos y los rlesgos

- derivados de la toma de muestra suelen ser

~ minimos: dolor, moretones, inflamacion de

venas o infecciones en muy raras ocaslones,

i{Coémo se llevars a cabo?

Mediante farmacogendmica, una disciplina
que estudia la rﬁrunta de los
medicamentos  determinada r la
varlabliidad genética y los diferentes
factores ambientales.

Confidencialidad

Su participacion en esta investigacion es
totalmente voluntaria y en ningin momento
afectard los serviclos de sal'du:l‘gou: reciba.
Los datos personales sol tienen
como finalidad mantener actualizada la base
de datos. Los investigador izan un
adecuado manejo de la Informacién sin
causar ningun tipo de perjuicio o
discriminacion,

Divulgacion de la informacion

En caso de participar, tienes derecho de
conocer los resultados de la invest)

Por lo cual, la investigadora pal se
compromete a brindarte informacion apenas
concluya la investigacion.

-1} TL e PR SR S

Con tu aporte en este proyecto, estas contribuyendo a la generacién ‘ =3 |
E ) 2 e v 3

o

Universidad de Anti

artmedica

reumal

EL HORMIAL CON ALMA

Pablo Tobén Uribe

Anexo 7 Cuestionario de apoyo para evaluacién adherencia
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CUESTIONARIO DE CUMPLIMIENTO TERAPEUTICO PARA
REUMATOLOGIA (CQR 19)

Puntaje

i 5i el reumatdlogo me dice gque tome los medicamentos, lo hago?

i Tomo mis medicamenios antimeumaticos porque tengo menos problemas?

i Definitivamente no me atrevo a perder mis medicamentos antireumaticos?

i5i puedo ayudarme con terapias alternativas, prefiero eso a lo que mi
reumatdlogo prescribe?

iMis medicinas siempre se guardan en el mismo lugar y por eso no las olvido?

i Tomo mis medicamentos porgue tengo total confianza en mi reumatdlogo?

ila razdon mas importants para tomar mis medicamentos antireumaticos es que
todavia puedo hacer lo que quiero hacer?

iMNo me gusta tomar medicina, si puedo no los consumo?

i Cuando estoy de vacaciones, a veces sucede gue no tomo miz medicamentos?

i Tomo mis medicamentos antimeuméticos, porque congidero gque es el objetivo
de visitar al reumatdlogo?

i Mo espero milagros de mis medicamentos antirreumaticos?

£51 no tolero los medicamentos, los dejo de consumir?

i 5i no tomo mis medicamentos antirreumaticos con regularidad, la inflamacion
regresa’?

i 5i no tomo mis medicamentos antirreumaticos, mi cuerpo me advierte?

£ Mi galud va por encima de fodo v si tengo que tomar medicamentos para
mantenerme bien, lo hago?

£'o uso un organizader de desis para mis medicamentos?

i Me aferro a lo que el doctor me dice?

i 5i no tomo mis medicamentos antirreumaticos, tenge mas complicaciones?

i5algo el fin de semana y olvido tomar mis medicinas?
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