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1.- Artritis Reumatoide
1.1.- Concepto y epidemiologia de la Artritis Reumatoide

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad inflamatoria crénica, sistémica y au-
toinmune, con una prevalencia del 0,5% de la poblacion adulta en Espafia y una
incidencia de 20 a 50 casos por 100.000 habitantes por afo. Predomina en el género
femenino con una ratio de 3:1 y tiene un pico de incidencia maximo entre los 40 y 50
afios de edad, aunque en los hombres se presenta en edades mas avanzadas (2.

La prevalencia de la AR puede variar segun la poblacién estudiada. Se ha descrito
una prevalencia maxima del 7,1% en determinados asentamientos, como el de los
indios americanos o en los esquimales ®. Las menores tasas de prevalencia se
han observado en paises del Mediterraneo ¥, Europa Central ®, Asia® y América
del Sur®_Por ejemplo en el Sur de Asia, incluyendo Japdén y China, la frecuencia
se situa entre el 0,2% y el 0,3% ©.

La AR es una enfermedad que se caracteriza por una poliartritis simétrica, erosiva
que puede presentar manifestaciones extra-articulares. A medida que la enfermedad
progresa, el dafo en las articulaciones es irreversible conduciendo a la pérdida de
la funcion y a la deformidad articular 9. Varios estudios han demostrado que la AR
produce una discapacidad importante en aproximadamente el 70% de los pacientes
después de mas de 10 afios de evolucion de la enfermedad ('), Ademas existe
un aumento del riesgo de enfermedad cardiovascular que reduce la esperanza
de vida de los pacientes con AR entre 3 y18 afios en relacion con la poblacion
general (2,

La AR es una enfermedad compleja de etiologia desconocida, donde participan fac-
tores tanto genéticos como ambientales que dan inicio a esta patologia y que influyen
no solo en su inicio sino también en su evolucion 9.

1.2.- Etiologia y patogenia de la Artritis Reumatoide
1.2.1.- Factores no genéticos

La AR es una de las enfermedades autoinmunes mas frecuentes en la que de-
terminados factores ambientales acompafiados de una susceptibilidad genética
especifica, pueden iniciar una serie de alteraciones en el sistema inmune que con-
tribuyen al desarrollo de la enfermedad. La contribucion de cualquiera de estos
factores es necesaria pero no suficiente para la expresion de la enfermedad (419,

Los estudios realizados en gemelos proporcionan informacion importante sobre el
grado de influencia de los factores genéticos y ambientales en las enfermedades
complejas. En la AR por ejemplo, los estudios realizados en gemelos monoci-
goticos (MCT) indican una concordancia de aproximadamente el 15%, sugiriendo
gue la contribuciéon genética es limitada y que los factores ambientales tienen una
influencia importante en el desarrollo de la enfermedad (9.
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Se define la concordancia genética como la presencia del mismo rasgo fenoti-
pico en una pareja de gemelos MCT, o en una pareja cualquiera de individuos
dentro de un grupo donde se esta estudiando el rasgo en concreto. Dicho en otras
palabras es el riesgo relativo que tiene un gemelo de desarrollar la enfermedad de
la que fue diagndsticada su hermano gemelo. Una tasa de concordancia elevada
sugiere un predominio de la influencia genética sobre el componente ambiental,
mientras que una tasa de concordancia baja indica una marcada influencia de los
factores ambientales ',

Los estudios epidemioldgicos realizados en las ultimas décadas han identificado
numerosos factores de riesgo ambientales en el desarrollo de la AR. Se ha obser-
vado asociacion con el tabaco, la exposicion al silice, las infecciones, el género
femenino, el consumo de alcohol, la dieta y la periodontitis 1518 entre otros. A con-
tinuacion analizaremos estos factores ambientales comenzando por la asociacion
mas robusta hasta ahora, el habito tabaquico.

Se ha observado que la AR se inicia a edades mas tempranas en sujetos fumado-
res que en sujetos no fumadores (129, Recientemente se han producido importan-
tes avances en el conocimiento de la relacion entre el tabaquismo y el desarrollo
de la AR. Klareskog et al ™ introdujeron tres nuevos conceptos. Primero que la
presencia del “epitope compartido” (EC) en una molécula HLA (Human Leukocyte
Antigen) de clase Il confiere susceptibilidad de desarrollar AR solo en el subgrupo
de los pacientes con anticuerpos anti-péptidos citrulinados (anti-CCP) positivos.
Segundo que esta restriccion también se aplica sobre el mas conocido de los fac-
tores ambientales de riesgo, el habito tabaquico. Tercero, el habito tabaquico esta
relacionado con la produccion de proteinas citrulinadas modificadas en el pulmon,
lo que podria explicar esta asociacion cuando todos estos factores estan presen-
tes a la vez. Esta triple relaciéon ha sido confirmada también en otros estudios (181921,

De acuerdo al estudio de Klareskog et al ' el riesgo relativo (RR) de desarrollar
AR en pacientes con anticuerpos anti-CCP positivos, fumadores y sin el epitope
compartido es moderado (RR:1,5), mientras que el RR en pacientes fumadores
con anti-CCP positivos y con una o dos copias del EC es mas elevado (RR=6,5y
RR:21, respectivamente). Estos resultados han sido comparados en otras pobla-
ciones americanas y europeas de origen caucasico (#2224,

Se estima que entre el 43% y 63% de los pacientes con anticuerpos anti-CCP posi-
tivos, también son positivos a anticuerpos contra el péptido a-enolasa citrulinada,
el cual esta fuertemente asociado con el alelo HLA-DRB1*04, con determinados
polimorfismos del gen PTPN22 (Protein Tyrosine Phosphatase, Non-receptor type
22) y con el habito tabaquico. No obstante aun no se conoce el mecanismo por el
cual los anticuerpos contra una enzima glicolitica como la enolasa pueden contri-
buir a la inflamacién articular que se observa en la AR @,

Varios estudios epidemioldgicos han analizado la asociacion entre la exposicion a
particulas cristalinas de silice y el riesgo de desarrollar la AR. El silice es uno de
los componentes ambientales méas robustamente asociado a la desregulacion del
sistema inmunitario®. Rocha et al ?® sugieren que la disminucion de la expresion
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de las proteinas CTLA-4 (Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4) y de PDCD-1 (Pro-
grammed Cell Death1), ambas expresadas en la superficie de los linfocitos T, pue-
den constituir uno de los mecanismos implicados en el aumento de la susceptibi-
lidad al desarrollo de enfermedades autoinmunes en los trabajadores expuestos
al silice.

Otros estudios han sugerido que también la dieta puede influir en la progre-
sion clinica de la enfermedad e inclusive en el riesgo de desarrollar AR. Se ha
descrito que los pacientes con AR tienen en suero concentraciones menores de una
variedad de antioxidantes, incluyendo la vitamina E, el B caroteno, el selenio y
el zinc @?72®_ Certhan et al ®® observaron en un estudio realizado en 152 pacien-
tes con AR que la ingesta elevada de suplementos de vitamina C, de vitamina
E, de zinc y de B-cryptoxanthin estaba inversamente asociada con el riesgo de
desarrollar la AR. En relacion a una posible asociacion entre la ingesta de de-
terminados grupos de alimentos y el riesgo de desarrollar AR se ha observado
que un mayor consumo de frutas y verduras cruciferas se asociaba de forma in-
versa con el riesgo de desarrollar AR ©®. Sin embargo ninguna de las asocia-
ciones descritas en ambos estudios alcanzd una significacion estadistica en el
analisis multivariante ©7%®_ En otro estudio Shapiro et al ®® observaron una aso-
ciacion inversa entre el consumo de frutas y el riesgo de desarrollar AR, pero
no se pudo confirmar una posible asociacion con la ingesta de vegetales.

En relacién al consumo de café, no se ha objetivado ninguna asociacion significa-
tiva tanto con el consumo de café normal, café descafeinado y te, con el riesgo de
desarrollar AR ©0),

Existen pocos estudios que hayan examinado la asociacion del consumo de
alcohol con el riesgo de desarrollar la AR a pesar de su elevado consumo en la
poblacion general. Hasta ahora los datos disponibles sugieren que el alcohol
podria tener un efecto protector. El estudio de Kéllberg et al " incluyé los datos de
1.204 pacientes con AR y 871 controles del estudio EIRA (Epidemiological Investiga-
tion of Rheumatoid Arthritis) y 444 pacientes con AR y 533 controles del estudio
CACORA (CAse-COntrol study on Rheumatoid Arthritis) y se analizé el consumo de al-
coholyelriesgode desarrollar AR. Eneste estudio se objetivd que existe unareduccion
dosis-dependiente en el riesgo de desarrollar AR en sujetos que consumen alcohol de
forma regular en comparacion con los no bebedores, independientemente del sexoy
la presencia o ausencia de anticuerpos anti-CCP. Unos resultados similares se ob-
servaron en un estudio realizado por Maxwell et al ®® donde se objetivd que el con-
sumo de alcohol (dosis-dependiente) estaba asociado de forma inversa con el ries-
goy la gravedad de la AR.

Otro factor frecuentemente descrito como desencadenante de enfermedades au-
toinmunes son las infecciones. Las infecciones pueden conducir a la pérdida de
la tolerancia del sistema inmune por distintos mecanismos como por ejemplo el
mimetismo molecular, cambios estructurales en las proteinas o la exposicion a
antigenos cripticos. Ademas, en las infecciones virales, los virus pueden estimular
intracelularmente los TLR (Toll-Like Receptors) en células dendriticas plasmoci-
toides y producir interferén alfa (INFa) que estimula el sistema inmune adaptativo,
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uno de los primeros pasos en el desarrollo de autoinmunidad (9.

Al respecto se han publicado algunas observaciones indirectas que relacionan
determinados agentes infecciosos como el virus del Epstein Barr, el parvovirus
B19, los retrovirus y algunas bacterias, pero no existen datos concluyentes que
impliguen de forma directa a un agente infeccioso especifico en el desarrollo de
la AR en sujetos genéticamente predispuestos . Se ha descrito la presencia del
parvovirus B19 en células sinoviales de pacientes con AR lo que sugiere que el
parvovirus B19 podria tener un papel patogénico en el inicio y el mantenimiento
de la sinovitis en la AR ©®Y. Asi también se ha observado que la infeccién aguda
por parvovirus B19 puede simular una AR inclusive con la producciéon de factor
reumatoide (FR) y anticuerpos anti-CCP ¢4,

Finalmente, muchos estudios han investigado una posible asociacion entre los
factores hormonales y el riesgo de desarrollar AR. Se estima que la mayor preva-
lencia de la AR en las mujeres esté relacionada de alguna manera con las hormo-
nas sexuales. Los estrogenos tienen un efecto activador sobre el sistema inmune y
esto podria ser un factor que explique esta diferencia entre géneros y los cambios
en la actividad de la enfermedad durante el embarazo y el puerperio 9,

1.2.2.- Factores genéticos

Tal y como se ha comentado previamente la AR es una enfermedad compleja
en la que existe una fuerte interaccion entre el genoma y el medio ambiente.La
investigacion de las variaciones genéticas que determinan la susceptibilidad a
desarrollar una enfermedad compleja esta basada en varias estrategias como son el
estudio de la concordancia (estudios en gemelos), el estudio de prevalencias
(lambda sibling), el estudio de la heredabilidad y finalmente la estrategia del gen
candidato.

Las poblaciones histéricamente muy aisladas se prestan a otra alternativa para
valorar el componente genético de la susceptibilidad a desarrollar la AR que se
basa en la reconstruccion de la genealogia de sus habitantes. Identificar este tipo
de poblaciones no es facil y aun menos poder establecer su genealogia, por eso
existen pocos estudios de este tipo en la AR. De entre ellos cabe destacar un
estudio realizado con poblacioén islandesa, una poblacion histéricamente aislada 'y
con un registro genealogico privilegiado. En él se demuestra que, efectivamente,
los islandeses con AR estan mas relacionados entre si genealdgicamente que con
el resto de los habitantes de la isla ",

Los primeros estudios dirigidos a demostrar la presencia de un componente ge-
nético en la AR fueron los clasicos estudios realizados en gemelos. Estos estudios
determinan la concordancia, definida anteriormente, entre gemelos MCT y dici-
goticos (DCT). Silman et al ®® reportaron una concordancia del 15,4 % en gemelos
MCT y del 3,6% en gemelos DCT.
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MacGregor et al " compararon las tasas de concordancia entre pares de geme-
los femeninos y masculinos de Finlandia y Gran Bretafna. Los pacientes gemelos
MCT de género masculino procedentes de Finlandia presentaron un 9,5% de con-
cordancia para la AR, en comparacion con el 2,3% en gemelos DCT. Los gemelos
del género femenino tenian una concordancia del 13,5% frente al 3,8% entre los
gemelos DCT. Los gemelos MCT de género masculino britanicos tenian una con-
cordancia del 7,7% frente al 0% entre los pares DCT, mientras que las mujeres del
grupo de gemelos MCT tenian una concordancia del 16,7% en comparacion con
un 3,8% de concordancia entre gemelos DCT.

La segunda estrategia altamente informativa para el estudio de las variantes genéti-
cas de riesgo en una enfermedad compleja es la utilizacion de los datos de prevalen-
cia familiar y de la poblacién de referencia para calcular los cocientes de riesgo.

Este método se ha convertido en una forma muy utilizada para estimar el tamafno
y del efecto del componente genético en las enfermedades complejas ©®. Este
meétodo utiliza las tasas de prevalencia para calcular el riesgo relativo de la enfer-
medad entre dos poblaciones que se comparan, la mayoria de veces, entre her-
manos de los individuos afectos y la poblacion general. Esto proporciona un valor
denominado lambda sibling (A,), o riesgo relativo entre hermanos, que se calcula
de la siguiente manera:

\ = prevalencia de la enfermedad en los hermanos de los individuos afectados
s

prevalencia de la enfermedad en la poblacién general

La obtencion de un valor fiable de A, depende de disponer de unas estimaciones
precisas de la prevalencia de la enfermedad en los dos grupos que se comparan.
El riesgo relativo entre hermanos en las enfermedades autoinmunes abarca un
rango de A entre 10 y 40 mientras que en la AR este valor se situa entre 3y 10y
el riesgo relativo entre gemelos monozigoticos (A, ) entre 20 a 60 9.

Una tercera estrategia para determinar el componente genético en las enferme-
dades complejas se basa en el concepto de la heredabilidad. La heredabilidad
(h?) es la proporcion de la variacion fenotipica de la poblacién que se debe a la
variacion genotipica entre individuos.

En la AR se acepta que el 60% de la variacion responsable de la aparicion de la
enfermedad en la poblacién es atribuible a factores genéticos. Este porcentaje es
una estimacion cuantitativa de la influencia genética conocida como heredabili-
dad y a diferencia de la concordancia, no esta sesgada por la prevalencia de la
enfermedad en la poblacion €740,

Una ultima estrategia ampliamente utilizada es la denominada “estrategia del gen
candidato”. Esta estrategia consiste en analizar aquellos genes cuyo producto
protefnico parece estar implicado en la fisiopatologia de la enfermedad “9,

Se calcula que aproximadamente un tercio de la influencia genética en la su-
sceptibilidad a desarrollar AR esté representada por determinados polimorfismos




AR-antiTNFa BIOMARCADORES DE RESPUESTA

de los genes que codifican para las moléculas HLA de clase Il 2. Stastny fue el
primero en demostrar una asociacion de la molécula HLA-DRw4 con la AR en la
década de 1970 utilizando técnicas serolégicas “%. Este hallazgo inicial ha evolu-
cionado de forma sustancial en los Ultimos afios y actualmente se ha identificado
de forma inequivoca la asociacion de distintos alelos del gen HLA-DRB1y la AR.

El MHC (Human Major Histocompatibility Complex) que contiene entre otros los ge-
nes que codifican las moléculas HLA es, con diferencia, la region mas estudiada
entre las familias de genes asociadas a la AR. El MHC comprende alrededor de 4
millones de pares de bases en el brazo corto del cromosoma 6 (6p21.3) y es una
region esencial en el normal funcionamiento del sistema inmune “4,

Los estudios originales serologicos y bioquimicos de las moléculas HLA identi-
ficaron la presencia de dos isotipos fundamentales: moléculas HLA de clase |
y moléculas HLA de clase II. Las moléculas HLA de clase | estan formadas por
una cadena a de 45 kD codificada dentro del MHC, que se asocia de forma no
covalente con una cadena de B2-microglobulina (codificada en el cromosoma 15).
Las moléculas HLA de clase Il estan formadas por la asociacion no covalente de
cadenas a-(32 kD) y B-(28 kD), que estan codificadas en el MHC. Las moléculas
HLA de clase | y Il son glucoproteinas de superficie celular, ancladas a la mem-
brana por segmentos transmembrana hidrofébicos. La estructura de las moléculas
de superficie de clase Il en las células presentadoras de antigeno tiene una gran
importancia en la susceptibilidad y la gravedad de la AR 4%,

Gregersen et al“® observaron que un grupo de alelos que codifican una secuencia
estable de aminoacidos en la tercera region hipervariable de la cadena B de las
moléculas HLA de clase Il era mas prevalente en pacientes con AR que en sujetos
control. Estos alelos comparten una secuencia de aminoacidos similar “glutamina-
leucina-arginina-alanina” (QKRAA) en el dominio implicado en la presentacion del
antigeno al receptor del linfocito T. Posteriormente esta region se denomind “epitopo
compartido”(EC) anteriormente citado, que es actualmente el polimorfismo genéti-

CO que presenta una asociacion mas robusta con la susceptibilidad de desarrollar la
AR (15’23’47'48’49’50).

Se ha observado que los alelos del gen HLA-DRB1 como el 0401, *0404, 0405 y
*0408 estan fuertemente asociados con la AR, mientras que otros alelos como el
*0402 o el *0403 no han demostrado dicha asociacion. Segun la raza se pueden
observar claras diferencias. Por ejemplo, se ha demostrado que el alelo HLA-DR6
(DRB1*1402) esta asociado a la AR en pacientes nativos de América, mientras
que el alelo HLA-DRB1*0101 y el *1001 esta asociado a la AR en pacientes pre-
cedentes de la India y en pacientes del Mediterraneo. Esta diferencia es mas
remarcable en Espafa. En el sur de Espafia fueron observadas las asociaciones
con los alelos HLA-DRB1*0101, *1001 y con el alelo HLADR4-Dw15 (DRB1*0405)
1 Mientras que en Lugo, al noroeste de Espafa, se identificd una asociacion evi-
dente con el alelo HLA DRB1*0401 y una asociacion mas discreta con los alelos
HLA DRB1*0404, *0405 y *0101 (“4852),
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Existe controversia sobre si la presencia del EC confiere susceptibilidad a desa-
rrollar la AR o es un marcador de agresividad de la enfermedad. MacGregor et
al ®" observaron que el EC homocigoético y el genotipo HLA-DRB1* 0401/*0404
estd sustancialmente asociado al desarrollo de una AR temprana y mas grave,
en especial en los hombres ®%, La presencia del EC en la molécula HLA pue-
de activar la produccion de los anticuerpos anti-CCP. Los pacientes con AR
con estos anticuerpos desarrollan en las primeras etapas de la enfermedad
mayor dafio erosivo en las articulaciones que aquellos que carecen de ellos 4.

La presencia del EC también esta asociada con mayor frecuencia a las manifestacio-
nes extra-articulares, como los nédulos subcutaneos, la vasculitis y la fibrosis pulmo-
nar. Varios estudios han demostrado la existencia de esta relacion entre las manifesta-
ciones extra-articulares y la presencia del EC “®),

El primer locus fuera del MHC que se ha demostrado de forma consistente que
esta asociado con la AR es el gen PTPN22 (Protein Tyrosine Phosphatase, Non-
receptor type 22). El gen PTPN22 codifica la proteina tirosina fosfatasa linfoide
especifica que es una proteina reguladora de la actividad y el desarrollo de los
linfocitos T ®%. El alelo menor (T) del SNP no sinénimo rs2476601 del gen PTPN22
fue el primer polimorfismo asociado con la diabetes mellitus tipo1 y posteriormente
con la AR en estudios que utilizaban la estrategia de los genes candidatos 5%,

En un meta-analisis publicado en el afio 2011 por Nong et al ®” que incluyé 11.727
casos y 12.640 controles se observé que el alelo T del polimorfismo 1858 C/T pre-
sentaba una asociacion estadisticamente significativa con el riesgo de desarrollar
AR. Martin et al®® realizaron un estudio de replicacion que incluyé 2.857 pacientes
de origen espafol. En este estudio se confirmé la asociacion del SNP rs2476601
con el riesgo de desarrollar AR también en poblacion espanola.

La asociacion del gen CTLA4 (Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4) con la auto-
inmunidad fue inicialmente confirmada en pacientes con diabetes tipo 1y con
tiroiditis autoinmune. Posteriormente se identificé una asociacion entre un polimor-
fismo en este gen y la susceptibilidad de desarrollar la AR. Recientemente ha sido
publicado un meta-analisis ® en relacién al polimorfismo +49A/G y CT60 del gen
CTLA-4 y su relacion con la susceptibilidad de desarrollar la AR. Un total de 20
articulos fueron incluidos en el meta-anélisis. Los resultados indican que los pa-
cientes portadores del alelo G (GG/GA) del polimorfismo +49A/G tienen un riesgo
aumentado en un 18% de desarrollar AR, cuando los comparamos con los pa-
cientes homocigotos portadores del genotipo AA, pero esta asociacion se observo
unicamente en pacientes asiaticos y no en europeos. También se observé que el
alelo A del polimorfismo CT60 del gen CTLA-4 se asocia a un riesgo disminudo en
un 14% de desarrollar AR. De forma inversa esta asociacion ha sido identificada
en pacientes con AR de origen europeo pero no en poblacion de origen asiatico.

La asociacion del gen STAT4 (Signal Transducer and Activator of Transcription
4) con la AR representa otra robusta asociacion con la susceptibilidad de de-
sarrollar AR. Este gen se encuentra en el cromosoma 2933 y codifica un factor de
transcripcion que tiene un papel fundamental en la diferenciacion y proliferacion
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tanto de las células Th1 (T helper 1) como de las células Th17 (T helper 17). Se ha
demostrado que el SNP rs7574865 ubicado en el gen STAT4 esta asociado a un
mayor riesgo a desarrollar la AR y otras enfermedades autoinmunes como el lupus
eritematoso sistémico (LES), el sindrome de Sjégren (SS) y la esclerosis sistémica
(ES), incluso en estudios realizados en diferentes etnias 6061,

Recientemente se ha publicado un meta-analisis que incluyo 52 estudios, de los
cuales 19 eran estudios en pacientes con AR y se analiz6 la asociacion del SNPs
rs7574865 ubicado en el gen STAT4 con el desarrollo de diferentes enfermedades
autoinmunes sistémicas (la AR, el LES, la ES, el SS, la diabetes tipo 1, el sindrome
antifosfolipidico, la artritis idiopatica juvenil (AlJ) y la enfermedad inflamatoria in-
testinal). En este estudio se observo la existencia de una robusta asociaciéon entre
la presencia de este SNP y el desarrollo de estas enfermedades autoinmunes.
Especificamente para la AR se observd un OR=1.25©2),

Estos polimorfismos previamente citados se han estudiado en la poblacion ge-
neral de pacientes con AR y especificamente en pacientes con AR y anticuerpos
anti-CCP positivos. Sin embargo existen pocos estudios que centren su atencion
especificamente en los polimorfismos de riesgo en pacientes con AR y anticuer-
pos anti-CCP negativos. Un estudio que analiza la existencia de una posible aso-
ciacion entre los genes de la familia de la lectina que codifican la proteina CLE-
C16A (C-type lectin domain family 16, member A), ha demostrado que la variacion
genética en esta familia confiere susceptibilidad de desarrollar AR en pacientes
con anticuerpos anti-CCP negativos ). Otro posible gen asociado al riesgo de
desarrollar AR en pacientes con anticuerpos anti-CCP negativos es el gen IRF5
(Interferon Regulatory Factor 5). Este gen induce la trascripcion del interferén alfa
(IFN-a). Sigurdsson et al 69 examinaron la posible relacion de este locus con la AR
y observaron que cuatro SNPs en la region 50 del gen IRF5 estaban asociados con
la presencia de AR con anti-CCP negativos. Aunque esto indica un probable papel
del gen IRF5y del IFNa en la patogénesis de las AR con anti-CCP negativos, estos
resultados no se han podido reproducir en otras cohortes europeas .

En la actualidad, se han identificado méas de 30 /oci que confieren susceptibilidad
de desarrollar la AR gracias a una nueva estrategia de estudio del componente
genético de las enfermedades complejas, la estrategia de los estudios de GWAS
(Genome-Wide Association Studies) que describiremos con presicion mas ade-
lante. A modo de resumen en el siguiente grafico se presentan los /oci de riesgo
identificados para el desarrollo de la AR publicados en un estudio de revision
reciente 9,
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Grafico 1. Loci de riesgo de la artritis reumatoide identificados hasta el afio 2010.
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*loci en poblaciones asiaticas. Grafico modificado del articulo de Orozco et al (2011).
1.2.3.- Patogenia de la Artritis Reumatoide

La AR es una enfermedad inflamatoria cronica inmunomediada de etiologia des-
conocida que afecta al tejido sinovial de las articulaciones diartrodiales. La infil-
tracion de la membrana sinovial por células mononucleares, especialmente por las
células T y los macrofagos, y la hiperplasia del revestimiento sinovial son rasgos
caracteristicos de la enfermedad. En la articulacion normal, el revestimiento de la
membrana sinovial es solo de una o dos capas de células, mientras que en la AR
con frecuencia es de 4 a 10 capas de profundidad. Se identifican dos tipos celula-
res en este revestimiento: células tipo macréfagos (tipo A) y células tipo fibroblastos
(tipo B). En la sinovial normal se detecta un numero similar de células Ay B, mien-
tras que en la AR estas células aumentan en tamafio y en numero, existiendo un
predominio de células de tipo A (4569),

En la AR un hallazgo histologico caracteristico, es la presencia de un tejido de
granulacion localizado en la interfase entre el sinovio y el cartilago o el hueso en
los sitios de destruccion articular. A este tejido se le conoce como “pannus”, que
significa pafo. Es una estructura derivada de la membrana sinovial que invade el
cartilago desde la periferia de la articulacion. Este proceso da lugar a la erosion
del cartilago y del hueso mediada principalmente por células linfoides y osteoclas-
tos(45,67)_

La migracion celular es facilitada por la activacion de células endoteliales en los
microvasos del tejido sinovial, que aumenta la expresion de las moléculas de
adhesion (integrinas, selectinas y miembros de la superfamilia de las inmunoglo-
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bulinas) y quimioquinas. La neogénesis linfoidea, la cual esta inducida por la hi-
poxia local, por las citoquinas, y por una linfangiogénesis insuficiente, es caracteri-
stica de la sinovitis en la AR ®, Tanto la extension como el patrén de la infiltracion de
linfocitos sinoviales varia de forma notable entre los diferentes individuos con AR. En
algunos individuos se observa una infiltracion difusa o escasa de linfocitos T, mien-
tras que en otros los linfocitos B y T estan organizados en agregados linfoideos (©69:

Se ha descrito que los tejidos sinoviales con infiltrados difusos y los tejidos sino-
viales con neogénesis linfoidea representan diferentes subtipos fisiopatoldgicos
de la AR. Thurlings et al® observaron en un estudio basado en biopsias sinoviales
obtenidas en la artroscopia de 103 pacientes, que la neogénesis linfoidea sinovial
estd asociada con una inflamacion sistémica y sinovial mas grave, no obstante no
se puede definir un subtipo clinico o immunoldgico de AR.

La produccion de interleuquinas (IL) es llevada acabo por diferentes poblaciones
de células sinoviales y ocupa un lugar central en la patogénesis de la AR 9, Las
citoquinas, especialmente la IL-1, TNFa e IL-6, son importante en la conduccion
de la respuesta de fase aguda. No obstante las citoquinas también modulan las
interacciones celulares que caracterizan a la inflamacion crénica “9).

El TNFa es el miembro de una familia de mediadores peptidicos que incluye la
linfotoxina a (LT-a), el ligando Fas (FasL), el ligando CD40 (CD40L) y el RANKL
(Receptor Activator of Nuclear factor Kappa-B Ligand). Esta citoquina tiene una
papel muy importante en la activacion celular y en la apoptosis 4569,

El TNFa tiene un papel fundamental a través de la activacion de la expresion de ci-
toquinas y quimioquinas pro-inflamatorias, la expresion de moléculas de adhesion
de las células endoteliales, la proteccion de los fibroblastos sinoviales, la promo-
cion de la angiogénesis, la supresion de las células T reguladoras y la induccion
del dolor. La union del TNFa a sus receptores inicia una cascada de diversos pro-
cesos biolégicos como la activacion de diferentes vias de sefializacion incluyendo
la activacion de los factores de trascripcion (i.e. las proteinas kinasas ( c-Jun N-
termional kinasa (JNK) y la p38 MAP kinasa) y proteasas (i.e. enzimas que escin-
den las uniones peptidicas como la caspasas)) que tienen un impacto importante
en la respuesta inflamatoria ©9.

El TNFa puede contribuir en la patogenia de la AR por la inducciéon de citoquinas
pro-inflamatorias como la IL-1y la IL-6, por el aumento de la migracion de leuco-
citos, por el aumento de la permeabilidad endotelial y la expresion de moléculas
de adhesion por células endoteliales y leucocitos, la activacion de los neutrofilos
y eosindfilos, la induccion de reactantes de fase aguda y por medio de la pro-
duccion de enzimas (enzimas de matriz o metaloproteinasas) producidas por los
sinoviocitos y /o condrocitos “®),

El TNFa, la IL-6 y la IL1 son mediadores clave en la migracion celular observada
en el proceso inflamatorio de la AR". El papel central de estas citoquinas sobre
todo del TNFa y de la IL-6 se ha confirmado por el éxito terapéutico secundario al
bloqueo de los receptores de membrana y de los receptores solubles del TNFa y

11
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de la IL-6 en pacientes con AR ©072),

La IL-6 conduce a la activacion local de leucocitos y la produccion de anticuer-
pos. Asi también la IL-6 interviene en los efectos sistémicos que promueven la pro-
duccion de los reactantes de fase aguda, la anemia, la disfuncién cognitiva y la
desregulacion del metabolismo de los lipidos 49,

La IL-1, es otra citoquina importante en la AR, que promueve la activacion de leu-
cocitos, células endoteliales, condrocitos y osteoclastos Sin embargo el beneficio
clinico posterior a la inhibicién de esta interleucina es reducido.

La IL-17, también tiene un papel fundamental en la patogénesis de la AR. Com-
parte varias propiedades con la IL-1y el TNFa (i.e. la degradacion del cartilago) y
presenta una accion sinérgica con estas citoquinas. Las concentraciones de IL-17
y la proporcion de células Th17 en el espacio articular y en la circulacion periferi-
ca estan elevadas en pacientes con AR. Otras citoquinas como la IL-23 y la IL-12
también han demostrado estar involucradas en la patogénesis de la AR (¢6.67.70),

1.3.- Diagnoéstico de la Artritis Reumatoide
1.3.1.- Criterios de clasificacién de la Artritis Reumatoide

El diagndstico de la AR es a menudo un desafio, debido a un amplio espectro de
formas de presentacion, cambios progresivos en la curso de la enfermedad y qui-
zas lo mas importante, la falta de una prueba concreta para definir la presencia o
ausencia de enfermedad (™.

Se han realizado varios intentos de establecer criterios de clasificacion de la AR,
sin embargo, ha habido limitaciones significativas en la aplicacion de estos crite-
rios en el ambito clinico. Por ejemplo los criterios de clasificacion propuestos por
el ACR (American College of Rheumatology) en 1987 (Cuadro 1) tienen una ele-
vada sensibilidad (94%) y especificidad (89%) para diagnosticar casos de AR en
fases avanzadas, con la presencia de dafio articular establecido, pero tienen una
escasa capacidad para identificar a los pacientes con AR temprana. Su utilizacion
en la practica clinica puede retrasar el diagnéstico y el inicio del tratamiento (73.7475),

12
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Cuadro 1. Criterios de clasificacion de la artritis reumatoide del American College of
Rheumatology (1987).

Rigidez matutina Rigidez matutina articular que dura al menos
1 hora
Artritis de Al menos 3 grupos articulares deben estar
3 0 mas grupos inflamados simultaneamente y ser objetivados
articulares por un médico. Los 14 grupos articulares son:

interfalangicas proximales, metacarpofalangi-
cas, muilecas, codos, rodillas, tobillos y

metatarsofalangicas
Artritis de Al menos una articulacién de las manos debe
articulaciones de las manos estar inflamada (carpo, metacarpofalangicas,

interfaldngicas proximales)

Artritis Afectacion simultanea del mismo grupo
simétrica articular (definido en el criterio 2) en ambos
lados del cuerpo

Nodulos Noédulos subcutaneos en prominencias 6seas,
reumatoides superficies de extensién o en zonas yuxta-
articulares observados por un médico

Factor Presencia de valores elevados de factor
reumatoide en reumatoide por cualquier método con un
suero resultado en controles inferior al 5%
Alteraciones Alteraciones radiolégicas tipicas de artritis
radiolégicas reumatoide en radiografias posteroanteriores

de las manos. Debe existir erosion u
osteoporosis yuxta-articular clara y definida
en articulaciones afectadas

Debido a estas limitaciones se han elaborado unos nuevos criterios con la finalidad
de establecer unos parametros de clasificacion que faciliten la deteccion de pa-
cientes en estadios precoces de la enfermedad. En el afio 2010, un grupo de ex-
pertos en el marco de la ACR vy el EULAR (The European League Against Rheumna-
tism) se reunieron para desarrollar unos nuevos criterios de clasificacion de la AR
(Cuadro 2) 7677,

Estos criterios no incluyen la presencia de nédulos reumatoides o erosiones de-
tectadas por radiografia simple, los cuales son poco probable que se detecten
en las etapas tempranas de la AR. Asi mismo la artritis simétrica tampoco esta
incluida en estos nuevos criterios que no excluyen aquellas formas que se inician
de forma asimétrica 7®).

Para la definicion de estos nuevos criterios se utilizaron datos de 3.115 pacientes
procedentes de 9 cohortes de AR de reciente comienzo. Desde julio del afio 2007
hasta noviembre del 2008 un grupo de trabajo de expertos de la ACR y del EULAR
llevd a cabo una primera fase que tenia el objetivo de identificar aquellas variables
mas relevantes y establecer la influencia de cada una de ellas en la decision del
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médico de iniciar el farmaco modificador de la enfermedad (FAME) ®. En una
segunda fase en mayo del 2009 se realiz otra reunion de expertos durante 2 dias
(12 miembros representativos del EULAR y 12 miembros representativos del ACR)
gue analizaron casos de pacientes con artritis indiferenciada precoz de la practica
diaria, con el objetivo de estudiar las distintas variables clinicas y de laboratorio
como posibles predictores de desarrollar la AR. En una tercera fase, todo el grupo
de trabajo analizé los hallazgos de las dos fases previas, perfeccioné el sistema
y determiné el punto de corte 6ptimo para la AR definida. Finalmente se validaron
los criterios en tres cohortes independientes no utilizadas para el desarrollo de los
propios criterios (79,

Cuadro 2. Criterios de clasificacion de la artritis reumatoide del The European League
Against Rheumatis (2010).

Afectacién articular

1 articulacién grande afectada 00
2-10 articulaciones grandes afectadas 01
1-3 articulaciones pequeiias afectadas 02

4-10 articulaciones pequeias afectadas 03
> 10 articulaciones pequeiias afectadas 05
Serologia
FR y ACPA negativos 00
FR y/o ACPA positivos bajo 01
(¢ 3VN)
FR y/o ACPA positivos alto 02
(> 3VN)

Reactantes de fase aguda

VSG y PCR normales 01

VSG y/o PCR elevadas 02
Duracién

<6 semanas 00

>6 semanas 01

Un paciente seré clasificado de AR si la suma total es igual o superior a 6. FR: factor reumatoide, ACPA: anti-
cuerpos anti-péptido citrulinado, VSG: velocidad de eritrosedimentacion globular, PCR: proteina C reactiva.

Este esquema de clasificacion esta disefiado para identificar el subgrupo de pa-
cientes que presentan una inflamacién articular inexplicada, para quienes el ries-
go de persistencia de los sintomas o dafio estructural es suficiente para que sea
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considerada la indicacion del tratamiento con FAMES (79,

A diferencia de los criterios antiguos, estos nuevos criterios tienen en cuenta la
presencia de anticuerpos anti-CCP ya que se ha demostrado que predicen una
mayor actividad de la enfermedad y un riesgo aumentado de progresion del dafio
radioldgico, por lo que podrian identificar un subgrupo de pacientes con una AR
mas agresiva y erosiva, y por tanto mas susceptibles de beneficiarse de una tera-
pia precoz e intensa (73,

1.3.2.- Autoanticuerpos en la Artritis Reumatoide

Las enfermedades autoinmunes como la AR a menudo se caracterizan por la pre-
sencia de auto-anticuerpos. El factor reumatoide (FR) es el “clasico” auto-anticuer-
po de la AR. Este auto-anticuerpo fue descrito por primera vez hace mas de 60
afnos y desde entonces ha sido ampliamente utilizado para el diagndstico de esta
patologia con un valor prondstico reconocido.

El FR es un autoanticuerpo dirigido contra determinantes antigénicos sobre el
fragmento cristalizable (Fc) de las moléculas de inmunoglobulinas G (IgG) “® y
es producido localmente en la AR por las células B presentes en los centros ger-
minales de los foliculos linfoides presentes en la membrana sinovial inflamada

En la préactica clinica la detecciéon del FR IgM tiene una relativa baja sensibilidad
(50-80%) y especificidad (70-80%) ya que puede estar presente en pacientes con
otras enfermedades como la hepatitis C y en personas sanas de mayor edad. No
obstante la combinacion de la deteccion de isotipos adicionales, en particular del
FR IgA, puede mejorar el diagnostico y el valor pronéstico de estos marcadores.
Varios estudios han demostrado que la deteccion de ambos isotipos IgM e IgA,
del FR estan asociados con una enfermedad mas grave y de peor prondéstico €081,

En los Ultimos afios ha adquirido cada vez mas importancia los tipos de anticuer-
pos dirigidos contra los péptidos citrulinados. En 1993, Simén et al ®? identificaron
a la filagrina como el antigeno diana especifico en la AR de los anticuerpos que se
conocen como AKAs (Anti-Keratin Antibodies). Posteriormente, se demostrd que
los APFs (Anti-Perinuclear Factors) y los anticuerpos anti-Sa tienen a la citrulina
contenida en péptidos o en proteinas como un antigeno comun 9.

Los anticuerpos especificos para las proteinas citrulinadas, que son casi exclusi-
vamente detectados en los sueros de pacientes con AR, reconocen una variedad
de antigenos citrulinados, incluyendo la a-enolasa, el fibrinégeno, el colageno tipo
I, la vimentina y la filagrina por lo que se identifican colectivamente como ACPA
(Anti-Citrullinated Protein Antibodies). Curiosamente, se han detectado altas con-
centraciones de ACPA en el tejido sinovial inflamado y en el liquido sinovial de las
articulaciones de los pacientes con AR, lo que sugiere su posible papel en la infla-
macion sinovial 3,
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El ensayo de ELISA mas frecuentemente utilizado para la deteccion de ACPA se
basa en la deteccion de péptidos ciclicos citrulinados (CCP). Los anticuerpos anti-
CCP han demostrado ser tan sensibles (77%) como el FR, y altamente especificos
(96%) para la AR y més especifico que el FR en la enfermedad temprana. Sobre la
base de varios datos que confirman su papel predictivo y prondstico, los anti-CCP
se han incluido entre los nuevos criterios de clasificacion de la AR del 2010 384,

La presencia de anticuerpos anti-CCP esta asociado con un patrén mas grave
y mas erosivo de la AR. Cada dia existen mas evidencias en relacion a que la
presencia de los anticuerpos anti-CCP determina un subconjunto especifico de
pacientes con AR. Tal y como se ha descrito anteriormente existe una asociacion
especifica entre el epitope compartido codificado por determinados alelos del
gen HLA-DRB1y los anticuerpos anti-CCP ®89_ Sin embargo esto debe analizar-
se considerando el grupo étnico de los pacientes, porque la susceptibilidad a
desarrollar la AR y la gravedad de la enfermedad secundaria a la presencia del
EC puede modificarse por la presencia de otros alelos que estan influenciados por la
etnicidad. Esta observacion se discutiod claramente en un estudio que incluyd pa-
cientes con AR de origen asiatico, en donde la presencia del EC no estuvo aso-
ciada con la presencia de anticuerpos anti-CCP @7,

Como se ha comentado anteriormente Klareskog et al ' incluyeron pacientes eu-
ropeos de la cohorte EIRA y observaron que el habito tabaquico se relacionaba
con la produccion de anticuerpos anti-CCP pero solo en pacientes con el EC. Sin
embargo en un estudio que incluyo tres cohortes de pacientes de origen america-
no no se observo una robusta interaccion entre el EC, los anticuerpos anti-CCP y
el habito tabaquico ©®).

Los hallazgos histologicos también varian entre pacientes con anticuerpos anti-
CCP positivos y negativos. Histoldgicamente, los pacientes con anticuerpos anti-
CCP positivos tienen mas linfocitos en el tejido sinovial en relacion a aquellos
pacientes con anticuerpos anti-CCP negativos que presentan mas fibrosis y en-
grosamiento de la membrana sinovial ®9,

Al igual que el FR, los anticuerpos anti-CCP pueden preceder a la manifestacion
de la enfermedad durante varios afos y su presencia se relaciona con la grave-
dad. También se pueden detectar los anticuerpos anti-CCP en el 56% de los casos
de reumatismo palindromico y al igual que el FR, en estos pacientes constituyen
un factor prondstico de evolucién hacia la AR definida 869091,

Ademas de los anticuerpos FR y de los anti-CCP, se han descrito diversos au-
toanticuerpos, unos mas especificos que otros realacionados con la AR. Los
ANA (AntiNuclear Antibodies) se han descrito en un 10 a 28 % de los pacientes
con AR con Sindrome de Sjégren asociado o en los pacientes con AR de edad
avanzada. Aunque no se consideran marcadores especificos de la enfermedad,
los anticuerpos anti-Ro/SSA se determinaron en pacientes con AR con una fre-
cuencia del 6%?. En diferentes estudios se ha descrito que la presencia de los
anticuerpos anti-Ro/SSA en los pacientes con AR, predispone a la presencia
de manifestaciones extra-articulares con mas frecuencia como por ejemplo el
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sindrome seco, la vasculitis cutanea, la leucopenia, las neuropatias periféricas
y los nédulos reumatoides (299,

1.4.- Manifestaciones clinicas de la Artritis Reumatoide

La caracteristica clinica principal de la AR es la inflamacion crénica de la membra-
na sinovial de las articulaciones periféricas siendo las mas comunmente afectadas
las metacarpofalangicas (MCP), interfalangicas proximales (PIP), metatarsofalan-
gicas (MTP) y los carpos. También pueden verse afectas otras articulaciones de
mayor tamafio como los hombros, codos, rodillas y caderas. La inflamacion poli-
articular persistente es con frecuencia simétrica y causa tumefaccion y dolor arti-
cular importante, acompafadas de rigidez matutina. En consecuencia se produce
un gran deterioro en la calidad de vida de los pacientes, ya que con frecuencia los
pacientes con AR presentan algun grado de dafio articular irreversible, deformi-
dad y discapacidad funcional para realizar las tareas basicas de la vida diaria 4594,

El inicio de la AR puede ser agudo, gradual o insidioso. La presentacion gradual
ocurre en al menos el 50% de los pacientes. La tumefaccion de las articulaciones
debido a la sinovitis puede ser claramente visible, o puede existir un sutil engro-
samiento sinovial que puede ser solo identificado en la exploracion fisica por reu-
matélogos expertos. Con frecuencia los pacientes también pueden presentar artral-
gias antes de que la tumefaccion de las articulaciones sea aparente. Los sintomas
en las grandes articulaciones generalmente, se presentan después de que se hayan
visto efectadas las articulaciones mas pequefas. Es probable que la sinovitis de las
articulaciones grandes se mantenga asintomatica durante mas tiempo que en las
pequefas “>69),

La afectacion de la columna vertebral en la AR esté limitada a la region cervical. La
lesion mas importante se observa en la articulacion atlanto-axial donde se puede
observar una subluxacion que puede cursar de forma asintomatica o que puede
ocasionar manifestaciones clinicas que incluyen cefalea, cervicalgia o pareste-
sias, entre otras ©9),

La AR puede también afectar estructuras no articulares como los tejidos muscula-
res, tendones, ligamentos y fascias (.

La rigidez matutina que dura méas de una hora sugiere una etiologia inflamatoria.
Los sintomas sistémicos inespecificos son poco frecuentes pero la fatiga, la pér-
dida de peso, y la fiebre pueden constatarse en formas muy activas de la enfer-
medad 0,

Las manifestaciones sistémicas extra-articulares se presentan entre un 18 'y 41%
de los pacientes con AR, |_as manifestaciones extra-articulares han sido clasi-
ficadas en graves y no graves segun los criterios de Malmo, tal y como se presenta
en la tabla1 ©79),

17



AR-antiTNFa

BIOMARCADORES DE RESPUESTA

Tabla 1. Manifestaciones extra-articulares de la Artritis Reumatoide segun la clasificacion
de Malmé y las comorbilidades mas frecuentemente asociadas a la Artritis Reumatoide.

Organo o tejido Manifestaciones Manifestaciones Comorbilidades
afectado extra-articulares extra-articulares
no graves graves
Piel Nédulos, Fenémeno Petequias, parpura, Cancer
de Raynaud ulceras, gangrenas
Pulmén Bronquiectasias Pleuritis, enfermedad Carcinoma de pulmén
obliterantes pulmonar intersticial
Neumonia organizada
Corazén Valvulopatia Pericarditis Hipertension
Miocarditis Vasculitis coronaria Insuficiencia cardiaca
Arritmias Aortitis Cardiopatia isquémica
Sistema nervioso - Mono-polineuritis Sindrome depresivo
periférico y central multiple Vasculitis Mielopatia cervical *
(SNC) del SNC
Afectacién ocular Ojo seco Episcleritis o escleritis -
Vasculitis de la retina
Afectacion - Sindrome de Felty Linfoma no Hodgkin
hematolégica Linfadenopatia
Esplenomegalia
Rifién - Glomerulonefritis -
Nefritis intersticial
Amiloidosis
Hueso - - Osteoporosis

*Secundaria a la subluxacioén atlanto-axial

Los ndédulos reumatoides son una de las manifestaciones extra-articulares mas
frecuente y se presentan aproximadamente entre un 20 y 40 % de los pacientes.
Estos se localizan con preferencia en las zonas peri-articulares y las expuestas
a presiones mecanicas como el olécranon, el tendén de Aquiles y el occipucio.
También pueden presentarse en diferentes érganos como el pulmén. Son mas
frecuentes en pacientes con FR positivo y se presentan con mas frecuencia en
pacientes tratados con metotrexato (MTX). Se ha observado que los pacientes con
nddulos tienen una mayor probabilidad de presentar vasculitis reumatoide 9. La
vasculitis reumatoide clinicamente detectable ocurre en el 1-4% de los pacientes
con AR. En algunos pacientes pueden presentarse formas graves de vasculitis ne-
crotizante (190,

La afectacion ocular se observa con frecuencia en la AR y puede afectar a todas
las capas de los ojos. Entre el 11 al 31% de los pacientes con AR tienen ma-
nifestaciones oculares que incluyen la queratoconjuntivitis seca, la escleritis, la
epiescleritis, la queratitis, las ulceras corneales, la vasculitis retiniana... etc (1",
La queratoconjuntivitis seca es la mas frecuente y puede estar presente en casi el
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90 % de los pacientes con AR moderada a grave (19,

Los pacientes pueden presentar pericarditis, miocarditis o afectacion cardiaca
valvular. La pericarditis es la manifestacion cardiaca mas frecuente pero solo entre
el 1y el 4 % son clinicamente manifiestas. No obstante se ha descrito una inci-
dencia en autopsias del 50% 97, Otras complicaciones cardiacas como la endo-
carditis, la arteritis de las coronarias y la aortis pueden ocurrir pero en muy raras
ocasiones 7,

La afectacion pulmonar es una manifestacion relativamente poco frecuente y pue-
de afectar entre el 5y el 10% de los pacientes con AR ©”). Puede presentarse de
distintas formas que incluyen sobre todo la enfermedad pulmonar intersticial, la
enfermedad de las vias aéreas pequefias, los nédulos reumatoides, el derrame
pleural y las vasculitis pulmonares "%, La enfermedad pleural es la afectacion mas
comun, pero por lo general es asintomatica. Un estudio que incluy6 autopsias de
pacientes con AR observo la afectacion pleural en el 50% de los casos de AR, de
los cuales so6lo el 10% ha sido detectado clinicamente (199,

La afectacion renal en la AR es rara. No obstante se ha descrito una glomerulone-
fritis membranosa y un sindrome nefritico debido a la amiloidosis secundaria a la
AR. La enfermedad renal intersticial en la AR ocurre en raras ocasiones en ausen-
cia de vasculitis %,

En relacion a la afectacion neurolégica, la AR rara vez es causa de paqguimenin-
gitis y neuritis Optica, no obstante siempre debe ser considerada a la hora de
establecer el diagndstico diferencial. En los casos de meningitis reumatoide se ha
objetivado una infiltracion linfocitica en las meninges, necesaria para establecer
el diagnostico (105.106)

1.5.- Morbilidad y Mortalidad en la Artritis Reumatoide

La Artritis Reumatoide estéd asociada a un elevado riesgo de morbilidad y muer-
te prematura ®¥.Numerosos estudios de forma contundente han demostrado un
incremento de la mortalidad en pacientes con AR comparada con la poblacion
general. En estos estudios se sugiere que mas de una tercera parte de las muertes
prematuras en la AR son debidas a un incremento de la enfermedad arteriovascu-
lar incluyendo la enfermedad isquémica cardiaca y los accidentes cerebrovascu-
|ares(107,108).

Recientemente se ha publicado un meta-anélisis (° que evalta la mortalidad en
las enfermedades autoinmunes. Este meta-analisis incluy6 29 articulos que habian
calculado el SMR (Standardized Mortality Ratio) en el grupo de estudio. EI SMR es
calculado como el ratio de muertes observadas en la cohorte estudiada en rela-
cion a la observada en una muestra del mismo tamario procedente de la poblacion
general. En relacion a la AR, fueron incluidos 15 estudios y se observé un SMR
resultado del meta-anélisis de 1,44 (IC95% 1,23-1,69). En el grafico 2 se observan
los estudios en pacientes con AR incluidos en este meta-analisis con sus respec-
tivos SMR.
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Las condiciones co-morbidas son comunes en pacientes con AR y son indica-
dores de peor pronostico. Aquellas AR que tienen 1 0 mas comorbilidades de
promedio, tienen una mayor incapacidad que los pacientes sin comorbilidades
(107 Algunas comorbilidades estan causalmente asociadas con la AR ya que sus
prevalencias aumentan en relacion a la poblacion general y el impacto de éstas
en la AR es particularmente importante. La enfermedad cardiovascular es un claro
ejemplo de esta asociacion. Avifia-Zubieta et al % en un meta-analisis de 24 estu-
dios observaron que la mortalidad cardiovascular estd aumentada en aproxima-
damente un 50 % en pacientes con AR en comparacion con la poblaciéon general.

Grafico 2. Estudios incluidos en el meta-analisis publicado en el afio 2012 por
Toledano et al sobre la mortalidad en la Artritis Reumatoide.

Estudio SMR
(aiio) (95% CI)
\
AR \

Jacobsson (1993) —— 1,23 (0,98, 1,55)
Alarcon (1995) —0‘— 1,95 (1,34, 2,83)
Gabriel (1999) - 1,38 (1,23, 1,55)

Lindguist (1999) — 1 — ! 0,87 (0,56, 1,36)
Kvalvik (2000) ——! 1,49 (1,18, 1,88)

Bjornadal (2002) ¢ 2,03 (2,01, 2,05)
Doran (2002) > 1,27 (1,14, 1,41)
Gabriel (2003) * 1,27 (1,14, 1,41)

Krishnan (2004) —— | 1,28 (0,94, 1,75)
Minaur (2004) - 1,15 (1,04, 1,27)
Pincus (2004) ! 1,59 (1,34, 1,88)

Book (2005) ! 1,56 (1,29, 1,88)

Goodson (2005) - 1,70 (1,46, 1,98)
Hakoda (2005) —o— 1,60 (1,29, 1,99)

Carmona (2007) ——| 1,49 (1,19, 1,87)

Subtotal < 1,44 (1,23, 1,69)
\
1

Existe controversia acerca de si el incremento de la morbilidad y mortalidad es
debida a una elevada prevalencia de los factores de riesgo cardiovascular tra-
dicionales o es debida a la persistencia de la inflamacién propia de la AR. En un
meta-analisis se observo que entre los pacientes con AR existia mas prevalencia
de diabetes mellitus tipo 2 y fumadores con respecto a la poblacion en general (19,
No obstante esta cada vez mas aceptado que la inflamacion persistente es un
factor de riesgo independiente ("',

También cabe la posibilidad de que los tratamientos utilizados para la AR puedan
aumentar el riesgo de enfermedad cardiovascular asociada ("), La prescripcion
de farmacos en especial los glucocorticoesteroides puede causar afectacion car-
diovascular inclusive a bajas dosis, tal y como se ha observado en el estudio de
Ruyssen-Witrand et al (172,
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Las comorbilidades de origen gastrointestinal como las hemorragias digestivas y
las hepatitis toxicas en pacientes con AR a menudo se asocian con el tratamiento
farmacolégico, incluyendo los anti-inflamatorios no esteroideos (AINES) y deter-
minados farmacos modificadores de la enfermedad (197119,

La osteoporosis es frecuente en pacientes con AR y es de origen multifactorial. El
riesgo para la fractura osteoporética entre los pacientes del género femenino con
AR fue de 9,6 por cada 1.000 personas-afio, 1,5 veces mas elevado que en las
pacientes sin AR (" La inflamacién persistente desencadena un mecanismo de
activacion del osteoclasto e inhibicion del osteoblasto inducido por determinadas
citoquinas dando lugar a una mayor reabsorcion ¢sea. Entre otras causas de la
reduccion de la densidad mineral 6sea se encuentran el tratamiento con glucocor-
ticoesteroides y la inactividad de estos pacientes secundaria a la discapacidad
funcional que origina la propia enfermedad (%7114,

En los ultimos afios ha crecido considerablemente el interés en la relacion entre
la periodontitis y la AR. Esta afectacion comparte con la AR factores de riesgo
comunes, como el tabaquismo y la asociacion con el alelo HLA-DRB1*04. La pe-
riodontitis, que implica un dafo inflamatorio de la insercion periodontal y el hueso
alveolar, es mas comun en la AR que en controles sanos. Por otro lado existen
también evidencias de que la periodontitis u otras infecciones orales pueden estar
incluso involucradas en la patogénesis de la AR (115.116),
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2.- Tratamiento de la Artritis Reumatoide

El tratamiento de la Artritis Reumatoide ha experimentado avances muy importan-
tes durante la Ultima década("'”''®_ Esto se debe en gran medida a dos circunstan-
cias principales: el desarrollo de un nuevo tipo de tratamiento, los denominados
tratamientos bioldgicos y el de una estrategia terapéutica mas ambiciosa, que
utiliza los distintos tratamientos de forma mas eficiente para conseguir la remision
de la enfermedad.

En el ano 2011 se publico la Guia de Practica Clinica Espafiola (AR-GUIPCAR)
como iniciativa de la Sociedad Espafiola de Reumatologia (SER) cuyo objetivo
fue definir por conseso unas recomendaciones para mejorar el manejo de la AR
(119 En esta guia se establece como primera recomendacion que cuanto antes se
comience el tratamiento en la AR, existe una mayor probabilidad de controlar el
proceso inflamatorio y reducir el dafio estructural. En consecuencia, la “artritis de
reciente comienzo” debe ser considerada como una prioridad diagnostica.

Se recomienda ademés que el objetivo del tratamiento de la AR debe ser la re-
mision completa de la enfermedad y en casos de pacientes con una AR de larga
evolucion, conseguir la mas baja actividad de la enfermedad que sea posible.

La precocidad en el inicio del tratamiento se asocia de forma contundente con una
mayor probabilidad de obtener una respuesta clinica favorable. La AR-GUIPCAR
por lo tanto recomienda que todos los pacientes con AR sean tratados con un
FAME tan pronto como se realice el diagndstico clinico de la enfermedad, inde-
pendientemente del cumplimiento de los criterios de clasificacion del ACR.

2.1.- Tratamiento sintomatico
Glucocorticoesteroides

En 1948, Philip Showalter Hench, un reumatélogo de la Mayo Clinic, Rochester,
Minnesota, U.S., administré por primera vez glucocorticoesteroides (GC) a un pa-
ciente con AR. Desde entonces se han suscitado grandes controversias en rela-
cioén a la utilizacion de estos farmacos (120121,

En la AR, la prednisona generalmente puede indicarse a dosis de entre 10y 20
mg/dia en las etapas méas agudas y a dosis de 5 mg/dia como dosis de manteni-
miento hasta conseguir el control clinico de la enfermedad con los tratamientos
especificos (21,

Algunos estudios recientes objetivan que los GC reducen la progresion del dafio
articular cuando se asocian a la terapia con FAMES. Estos hallazgos sugieren que
los GC tendrian propiedades modificadoras de la enfermedad (122129,

La AR-GUIPCAR recomienda la utilizacién de GC en la AR de reciente comienzo
por via oral a dosis bajas como terapia modificadora de la enfermedad. En la AR
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evolucionada, sin embargo, recomienda la utilizacién de GC a dosis bajas como
terapia anti-inflamatoria controladora de los sintomas, en espera de que los FA-
MES surtan su efecto. También recomienda la asociacién de vitamina D y calcio y
la evaluacion de otros tratamientos preventivos de la osteoporosis en las situacio-
nes en los que se prevea un tratamiento con GC superior a los 3 meses ("9,

Anti-inflamatorios no esteroideos

En 1961, el Dr. Adams, presentd una patente para el compuesto 2-4-isobutilfenil
propidnico, que mas tarde se convertiria en uno de los anti-inflamatorios no este-
roideos mas exitosos, el ibuprofeno (124,

Los AINE son farmacos con una estructura quimica heterogénea que comparten
actividad antipirética, anti-inflamatoria y analgésica a través de su capacidad para
inhibir la produccion de prostaglandinas proinflamatorias.

No hay una evidencia robusta que sugiera que los AINE puedan modificar el curso
de la AR, por lo que son considerados tratamientos puramente sintomaticos (12

En la AR-GUIPCAR se recomienda el uso de estos farmacos en la AR de forma
conjunta con los FAMES. Una vez que los FAMES actuen, se debera reducir la
dosis de los AINES hasta retirarlos si la evolucion de la enfermedad lo permite (19,

Su relativa seguridad ha atraido considerable interés, sobre todo en los ultimos
afos donde diversos estudios han demostrado una relacion entre el uso de AINE
y la presencia de efectos adversos cardiovasculares (129,

2.2.- Tratamiento con FAMES
Metotrexato

La AR-GUIPCAR recomienda que el tratamiento inicial en todos los pacientes con
AR sea el metotrexato (MTX) por su excelente perfil de eficacia y seguridad ("9

El MTX fue desarrollado por primera vez en la década de los anos 40 como
un antagonista especifico del acido félico. Este farmaco inhibe la proliferacion
celular, principalmente mediante la inhibicion de novo de la sintesis de las purinas
y pirimidinas. Debido a sus propiedades antiproliferativas inhibe la proliferacion e
induce la apoptosis de los linfocitos. Asi también inhibe la acumulacion de leuco-
citos y la lesion endotelial en la zona inflamada que es mediada por neutrdfilos.
Otro mecanismo de accion que sustenta su actividad como anti-inflamatorio es
que actua sobre la secrecion de citoquinas y sobre la liberacion de adenosina que
tiene a su vez un papel importante en la cascada inflamatoria (127129,

Para la utilizacion 6ptima del MTX se recomienda realizar una escalada rapida de
la dosis hasta alcanzar los 20 o0 25 mg/semanales a los 3 0 4 meses de iniciado el
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tratamiento ("9, Visser et al "®» recomiendan iniciar las dosis por via oral y en caso
de refractariedad utilizar la via subcutanea para su administracion. Se recomienda
ademas la administracion de acido félico de 5 a10 mg/semana ya que puede reducir
alguno de los efectos adversos del MTX (128.129),

La principal limitacion para la utilizacion de este farmaco es la hepatoxicidad.
Se pueden observar elevaciones variables de las enzimas hepaticas con el uso
de MTX, pero solo unos pocos pacientes llegan a desarrollar una enfermedad
hepatica clinicamente significativa (?”. Se ha descrito que los efectos adversos
que ocurren inmediatamente después de la administracion del MTX como el dis-
confort abdominal, alopecia, ulceras orales y citopenias son secundarias al déficit
de folato resultado de la inhibicién de la reductasa del acido dihidrofélico (139,

En comparaciones indirectas de estudios randomizados, el MTX en relaciéon a
otros FAMES, ha demostrado ser mas eficaz que la azatioprina y que las sales de
oro Y. En otro estudio que comparaba el MTX con la leflunomida (LFN) se obser-
vO que la eficacia de estos farmacos era similar, tanto en relacion a la disminucion
de la progresion del dafio 6seo como en la mejoria de la sintomatologia clinica a
los dos afios de seguimiento (132),

En relacion a la terapia combinada se ha realizado una revision sistematica que
incluy6 20 estudios, de los cuales 8 estudios eran con MTX combinado con otros
FAMES. En este estudio se observé que la combinacion del MTX con la azatiopri-
na, la salazopirina o las sales de oro, no demostré un mayor beneficio en compa-
racion con el MTX en monoterapia. Sin embargo en este mismo estudio se observo
que la combinacién del MTX con la ciclosporina demostré mayor eficacia que el
tratamiento con MTX en monoterapia (139

Ma et al *¥ realizaron un estudio de revision sistematica en relacion a las terapias
combinadas en la AR de reciente comienzo (<3 afios). Incluyeron 15 importantes
estudios sobre el tratamiento con MTX en monoterapia, la terapia combinada con
FAMES y el MTX combinado con farmacos de accién anti-TNFa y concluyeron que
el MTX combinado con FAMES o con un anti-TNFa era mas eficaz que el MTX en
monoterapia. La terapia combinada con FAMES y del MTX con un anti-TNFa fueron
igual de eficaz es en relacion a la respuesta ACR, la mejorfa de los valores del HAQ,
la disminucion de la retirada del farmaco por ineficacia y la disminucion del dafio ra-
diolégico. No obstante estos resultados no pueden extrapolarse a AR establecidas.

Leflunomida

El panel de expertos de la AR-GUIPCAR recomienda que en caso de respuesta
insatisfactoria o toxicidad relevante al MTX, se debe utilizar la leflunomida (LFN), la
salazopirina (SSZ) o un agente anti-TNFa como segundo escaldn terapéutico (119,

La LFN es un derivado del isoxazol que es un inhibidor no citotdxico de la pro-
liferacion estimulada por linfocitos T y linfocitos B. Es un potente inhibidor de la
sintesis de las pirimidinas por medio de la inhibicion de la enzima dihidroorotato
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deshidrogenasa (DHODH) (135,

Inicialmente fue aprobado por la EMA (European Medicines Agency) para el tra-
tamiento de la AR en 1999 y para el tratamiento de la artritis psoriasica en el afio
2004. Se utiliza por via oral a dosis de 20 mg/dia.

En los trabajos publicados en los ultimos 10 afnos la LFN tiene una tasa de re-
tirada algo mayor que el MTX debido a los eventos adversos como el malestar
gastrointestinal, las ulceras orales, la pérdida de peso, la hipertension, la cefalea,
la hepatotoxicidad, la pérdida del cabello, la predisposicion a las infecciones y la
neuropatia periférica (1231386187,

El tratamiento con LFN tiene una eficacia similar al tratamiento con MTX tanto en
reduccion de sintomatologia como en la disminucién del dafio radiolégico (135136:138),
De Stefano et al ® publicaron un estudio disefiado para comparar la eficacia de
la LFN y del MTX en combinacion con la terapia anti-TNFa. En este estudio se re-
clutaron 120 pacientes y se asociacio un anti-TNFa al grupo de pacientes tratados
con LFN y al grupo de pacientes tratados con MTX. En este estudio no se obser-
varon diferencias significativas entre ambos grupos de tratamiento en relacion a
la respuesta ACR alcanzada y a la variacion del indice DAS28 (Disease Activity
Score).

Sulfasalazina

Tal y como se ha comentado en relacion a la LFN, la AR-GUIPCAR recomienda
que en las AR de inicio sin marcadores de mal prondéstico (presencia de erosiones
radioldgicas, FR y anticuerpos anti-CCP, ausencia de enfermedad extra-articular,
HAQ superior a 1 o elevada actividad inflamatoria) es aceptable la utilizacion ini-
cial de otros FAMES con un perfil de menor toxicidad o con una monitorizacion de
efectos secundarios mas sencilla como es el caso de la sulfasalazina (SSZ) ("9

La SSZ es un pro-farmaco que consiste en una sulfapiridina que se une al acido
5-aminosalicilico (5-ASA) por un enlace azo. En 1977, Azadkhan et al 9 estu-
diaron la actividad terapéutica de los componentes de la SSZ y concluyeron que
el 5-ASA era la fraccion terapéutica activa del farmaco.

Los mecanismos precisos de accion de la SSZ siguen siendo poco conocidos.
Determinados estudios han demostrado que el 5-ASA inhibe la ciclooxigenasa y
la produccion de prostaglandina E2. Ademas, se ha descrito que inhibe tanto la
proteina 5-lipoxigenasa y la 5-lipoxigenasa-activante, por tanto, bloguea también
la produccién de leucotrienos y la quimiotaxis (49,

La SSZ se administra para el tratamiento de AR por via oral a dosis entre 2 a 3
gr/dia.

Entre sus efectos secundarios mas frecuentes estan los efectos sobre el sistema
nervioso central (vértigo y cefalea) y sobre el aparato digestivo (nauseas, dolor ab-
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dominal, vomitos y anorexia). La mayoria de los efectos secundarios se presentan
en los primeros meses de tratamiento y su incidencia desciende con la utilizacion
continuada (119:140),

En dos ensayos clinicos, controlados y aleatorizados en pacientes con AR de re-
ciente comienzo tratados con FAMES, se observé que el tratamiento con MTX y
el tratamiento con SSZ tenian una eficacia clinica similar. Sin embargo se observé
en ambos estudios que las dosis utilizadas de MTX eran relativamente bajas (infe-
rior a 15 mg/semana) "4"142), En otro estudio observacional de 5 afios de duracion
también se objetivo una respuesta clinica similar entre el tratamiento con MTX y el
tratamiento con SSZ, pero la progresion radiolégica fue claramente inferior en el
grupo de pacientes tratados con MTX (149,

Hidroxicloroquina

La AR-GUIPCAR propone la utilizacion de los farmacos antipaludicos como alterna-
tiva terapéutica inicial para pacientes con AR no erosiva y con menos de 6 articula-
ciones afectadas ("),

El eficacia de los medicamentos antipalidicos como la hidroxicloroquina (HCQ)
y la cloroquina (CQ) se evalu6 por primera vez hace mas de 50 afos para el trata-
miento de enfermedades como la AR y el lupus eritematoso sistémico (144.145),

El principal mecanismo de accion de la HCQ es inhibir la endocitosis mediada
por receptor que afecta a muchas funciones celulares incluyendo la presenta-
cion de antigenos, la sefializacion del TLR (Toll-Like Receptor) y la modificacion
post-transcripcional de citoquinas (*®. Este grupo de farmacos ademas de sus
propiedades anti-inflamatorias tienen una propiedad cardioprotectora y antitrom-
bogénica debido a sus propiedades lisosomatropicas y los efectos inhibitorios de
la liberacion de citoquinas pro-inflamatorias (7.

El efecto secundario mas grave es la afectacion ocular que consiste en una reti-
nopatia pigmentaria, lo que constituye una contraindicacion a la continuacion de
la terapia. Se recomienda una dosis de HCQ <6,5 mg/kg/dia para evitar la retino-
patia. La cloroquina a dosis de 250 mg/dia es mas oculotéxica que la HCQ a 400
mg/dia. La toxicidad ocular se documentd solo en un 0,65% durante los primeros
7 anos de exposicion, lo que confiere un bajo riesgo, pero éste se incrementa en
cinco veces después de los 7 afios de tratamiento o los 1.000 gramos de dosis
total acumulada (148),

Se utiliza principalmente en combinacién con otros farmacos como el MTX para
controlar la inflamacioén articular. Tiene un inicio de acciéon lento (2 a 6 meses) y se
ha demostrado que mejora el estado funcional del paciente a largo plazo aunque
no esta documentado si influye en el retraso del dafio radioldgico (14,
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Sales de oro

Las sales de oro ocupan un lugar importante en la historia de la reumatologia y
constituyen uno de los primeros farmacos utilizados ampliamente para tratar la AR.
Estos agentes, que incluyen el aurotiomalato de sodio, aurotioglucosa y auranofina
consisten en un atomo de oro unido a una molécula que contiene azufre (149,

Aunque la eficacia clinica de las sales de oro esta bien establecida, su mecanismo
de accion en la AR sigue siendo poco conocido. No obstante las sales de oro ac-
tlan en la supresion de la produccion de IL-1, la modulacion de la diferenciacion
de los monocitos, la inhibicion de la prostaglandina E2 y la producciéon de oxido
nitrico. También se les ha atribuido la inhibicién de la proteina C, la activacion de
la via NFkB (Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) y la
induccioén de la hemooxigenasa (149159,

Los efectos secundarios clinicamente mas relevantes son la toxicidad hemato-
l6gica y renal. Ambas son mas frecuentes en la administracion intramuscular y
requieren un cuidadoso seguimiento clinico y la retirada inmediata del tratamiento
para evitar secuelas irreversibles. Los efectos secundarios mas frecuentes son:
dermatitis, estomatitis, hematuria transitoria y proteinuria moderada. De forma ex-
cepcional y en determinados casos con un tratamiento prolongado se produce
una pigmentacion permanente de la piel en areas fotoexpuestas, denominada cri-
siasis (151.152),

En los ensayos clinicos, se ha observado que las sales de oro pueden reducir
los signos y sintomas de la AR y la progresion radiogréfica y en algunos casos,
pueden inducir a la remision sostenida. La toxicidad es la principal limitacion de
estos farmacos, y su uso ha disminuido con la introducciéon del MTX y los agentes
bioldgicos. La utilizacion de las sales de oro, sin embargo, establecié un paradig-
ma importante para la terapia de la AR y puso de manifiesto que los FAMES pueden
mejorar la sinovitis y evitar la progresion radiogréfica (149150,

2.3.- Tratamiento con terapias bioldgicas
2.3.1.- Terapia anti-TNFa

Aproximadamente un tercio de los pacientes con AR no responden al tratamiento
convencional con FAMES, por lo que deben recibir alguna terapia biolégica. El me-
canismo de accion de este tipo de farmacos se basa en un mejor conocimiento de
la patogénesis de la enfermedad, por lo al ser mas especificos, son mas eficaces
y actualmente se considera que menos toxicos que los FAMES tradicionales.

En 1997, se introdujeron nuevos tratamientos para la AR, que especificamente
bloguean al TNFa (Tumor Necrosis Factor-alpha) (%354, Durante la ultima década,
la terapia con farmacos con accion anti-TNFa se ha convertido en la alternativa
terapéutica mas utilizada por los reumatdlogos de EEUU y Europa para el trata-
miento de la AR. Actualmente, existen cinco agentes anti-TNFa aprobados por la
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Agencia Europea del Medicamento (EMEA) y la FDA (Food and Drug Administra-
tion), que se distinguen principalmente por su estructura, dosis y vias de admi-
nistracion (%) Infliximab (IFX), Etanercept (ETA), Adalimumab (ADA), Golimumab
(GLM) y Certolizumab (CZP).

Los farmacos anti-TNFa son claramente eficaces para el tratamiento de los pa-
cientes con AR activa moderada o grave. Su eficacia es aun mas notoria cuando
se trata de una enfermedad refractaria al MTX (1),

Recientemente fueron publicados los resultados del estudio CORRONA (COn-
sortium of Rheumatology Researchers Of North America)("® donde se incluyeron
2.242 pacientes con AR en tratamiento con IFX, ETA y ADA. En este estudio no se
observaron diferencias significativas en las tasas de respuesta entre los diferentes
farmacos incluso en la remision. En este mismo estudio sin embargo se observo
que entre los tres anti-TNFa, el IFX se asocié con una mayor supervivencia del
tratamiento.

Estructura de las terapias anti-TNFa

La estructura del infliximab, adalimumab, etanercept, golimumab y certolizumab
estan representadas de forma esquematica en la figura 1. Todos los agentes, ex-
cepto el etanercept son anticuerpos monoclonales (mAbs) o fragmentos de los
mismos. Los mAbs naturales se derivan de las células B que mediante la clona-
cidon expresan copias de una unica cadena pesada (H) y una Unica cadena lige-
ra (L) que se unen covalentemente para formar una molécula de anticuerpo de
especificidad unica. El mAb de ingenieria puede ser estructuralmente idéntico al
mAb natural pero se desarrolla a partir de la mutacion del gen imitando los proce-
dimientos naturales ("7,

El Infliximab (Remicade ®) es un anticuerpo monoclonal quimérico IgG1, de apro-
ximadamente149 kDa que se compone de una regiéon humana constante (75%)
y una variable murina (25%). El infliximab (IFX) se une especificamente al TNFa
humano con alta afinidad y neutraliza la actividad biolégica de esta citoquina al
inhibir la unién a sus receptores (1),

El Etanercept (Enbrel ®) es una proteina dimérica de fusion de aproximadamente
150 kDa, que bloquea la parte extracelular de los receptores p75 del TNF vincu-
lada a la porcion Fc de la IgG1 humana. El etanercept (ETA) bloguea no solo la
accion del TNFa sino que también la accion de la linfotoxina o TNFB mediante su
interaccion con el receptor del TNF en la superficie celular (18,

El Adalimumab (Humira ®) es un anticuerpo recombinante monoclonal comple-
tamente humano de aproximadamente 148 kDa ("% que actua inhibiendo el TNFa
humano. Al igual que el IFX, el adalimumab (ADA) no neutraliza el TNFB (159,

El Golimumab (Simponi ®) es un nuevo anticuerpo monoclonal humano con accion
anti-TNFa. Se asemeja al ADA ya que es un anticuerpo monoclonal completamente
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humano. Sin embargo, el golimumab (GLM) también se asemeja al IFX por las se-
cuencias de aminoacidos de las cadenas ligeras y pesadas (157:1%9),

Figura 1: Diagrama simplificado de la estructura de los 5 tratamientos anti-TNFa

Inlfiximab Etanercept Adalimumab

N 1 . - N 4
Ay =\/

Fc Fc Fc
Humano HH Humano HH Humano HH
Certolizumab pegol Golimumab

Fab Humanizado Fv \\ jj
humano \ i

(EQ) .

Humano
Polietilenglicol

Fc: fraccion constante de IgG , Fv: fraccion variable, TNFR: dominio extracelular del receptor del TNF p75.
Figura adaptada del articulo de Tracey et al (57

El Certulizumab (Cimzia ®) es un fragmento fab (Fragment Antigen-Binding) re-
combinante humanizado que esta conjugado con moléculas de polietilenglicol
(PEG), y actua con especificidad para el TNFa. EI PEG es una molécula volumino-
sa hidrofilica inerte que aumenta la vida media del farmaco en el plasma vy facilita
su penetracion en el tejido sinovial inflamado. La estructura quimica del certoli-
zumab (CZP) es claramente diferente a la de los otros anticuerpos monoclonales.
Carece de fragmento Fc y por tanto no activa el complemento reduciendo la lisis
celular dependiente de esta via (15712,

Infliximab

En el ano 2000, el IFX fue aprobado por la EMA (European Medicines Agency)
para el tratamiento de pacientes con AR activa que hayan tenido una respuesta
inadecuada a FAMES incluyendo el MTX. También esta indicado para el trata-
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miento de la espondilitis anquilosante, la artritis psoriasica, la enfermedad de
Crohn, la colitis ulcerosa y la psoriasis. En pediatria esta indicado para la enferme-
dad de Crohny la colitis ulcerosa (169,

Se administra por via intravenosa a dosis que varian de acuerdo con la enfermedad
y la respuesta clinica. En la AR se utiliza en asociacion con MTX, generalmente a
una dosis de 3 mg/kg en las semanas 0, 2, 6 y posteriormente cada 8 semanas (19,

En relacion a la eficacia del IFX en la prevencion del dafio articular el estudio
ATTRACT (Anti-TNF Trial in Rheumatoid Arthritis with Concomitant Therapy), ha
demostrado que el IFX a dosis de 3 mg/kg combinado con MTX inhibe tanto las
erosiones como el estrechamiento del espacio articular en forma mas eficiente que
el MTX en monoterapia ('®". Estos datos coinciden con los resultados del estudio
ASPIRE (the Active-Controlled Study of Patients Receiving Infliximab for the Treat-
ment of Rheumatoid Arthritis of Early Onset) que indican que la combinacion de
IFX'y MTX reduce la progresion del dafio estructural, especialmente en la etapa
temprana de la enfermedad (162,

La eficacia de IFX en los diferentes ensayos clinicos se ha estudiado en un meta-
analisis que incluyd 2.129 pacientes procedentes de 6 estudios clinicos randomi-
zados. Se evaluod la respuesta ACR entre las 14 y las 30 semanas de tratamiento con
IFX combinado con MTX, en comparacion con el placebo en combinacion con el
MTX. En el grupo tratado con IFX en relacion al grupo control, el riesgo relativo (RR)
de alcanzar la respuesta ACR20 fue de 1,87 (59% de los pacientes tratados con
IFX vs 31 % de los pacientes en el grupo control). La respuesta ACR50 se observo
con un RR de 2.68 (33% de los pacientes tratados con IFX vs 12% de los pacien-
tes en el grupo control) y el RR de alcanzar la respuesta ACR70 fue de 2.68 (17%
de los pacientes tratados con IFX vs 5 % de los pacientes del grupo control) (163),

Etanercept

En el afio 2000, el ETA fue aprobado por la EMA para el tratamiento en adultos
con AR moderada a grave en combinacion con MTX en quienes presentaron una
respuesta inadecuada al tratamiento con otros FAMES. EI ETA puede utilizarse en
pacientes con AR grave que no hayan utilizado MTX previamente. También esta
indicado para el tratamiento de la artritis psoriasica, la espondilitis anquilosante y
la psoriasis; y en nifios, para el tratamiento de la artritis idiopatica juvenil (164,

Se administra por via subcutanea y se absorbe lentamente desde el lugar de
la inyeccion. La dosis utilizada es de 25 mg/dos veces por semana o 50 mg/
semana (184,

El ETA puede administrarse en monoterapia. Sin embargo el MTX se emplea con
frecuencia de forma concomitante para mejorar la eficacia del tratamiento y man-
tener la respuesta clinica a la inhibicion del TNFa.
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En el estudio de Weinblatt et al "% se observé que la tasa de respuesta ACR20 fue
del 71% para los pacientes que recibieron ETA a dosis de 25 mg dos veces por
semana asociado a MTX, comparado con el 27% de los pacientes que recibieron
el placebo méas MTX después de 24 semanas de tratamiento.

EI ETA fue el primer tratamiento bioldgico comparado directamente con el MTX en la
AR de reciente comienzo. En el estudio ERA %) (early RA) se incluyeron 632 pacien-
tes con AR de reciente comienzoy se comparo la eficacia del tratamiento con ETA vs
MTX en monoterapia. A los 12 meses del estudio se observd que ambos grupos de
tratamiento alcanzaban de forma similar la respuesta ACR20. También se valoré la
progresion del dafno radiogréafico en ambos grupos de tratamiento. A los 12 meses
se observd que la progresion del dafio radiografico disminuyd en ambos grupos
de forma similar, mientras que a los 2 afios, se observd que en el grupo tratado con
ETA habia disminuido de forma significativa en compracion con el grupo tratado
con MTX, sugiriendo una clara ventaja del tratamiento con ETA respecto al trata-
miento con MTX.

En el estudio TEMPO %" (Trial of Etanercept and Metotrexate with radiografiphic
Patients Outcomes) se evalud la eficacia del ETA en monoterapia y de la combina-
cion del ETA con el MTX en 689 pacientes con AR y observaron que a los 12y 24
meses los pacientes tratados con ETA en combinaciéon con el MTX, presentaban
una mejoria significativa de la reduccion de la actividad de la enfermedad, una
mejoria en la calidad de vida y una reduccion de la progresion del dafio radiolo-
gico con respecto a los pacientes tratados con ETA o con MTX en monoterapia.

Adalimumab

El ADA fue aprobado por la EMA en el afo 2003 para el tratamiento en adultos
de la AR moderada a grave que no hayan respondido adecuadamente a otros
FAMES. Puede utilizarse en pacientes con AR grave que no hayan utilizado MTX
previamente. También esta indicado para el tratamiento de la espondilitis anqui-
losante, la artritis psoriasica, la enfermedad de Crohn, la psoriasis y en los nifios
para el tratamiento de la artritis idiopatica juvenil (168,

La dosis recomendada de ADA es de 40 mg cada dos semanas por via subcutanea.

El estudio PREMIER %9 (A multicenter, randomized, double-blind clinical trial of
combination therapy with adalimumab plus methotrexate versus methotrexate alo-
ne or adalimumab alone in patients with early, aggressive rheumatoid arthritis who
had not had previous methotrexate treatment) concluye que los pacientes con AR
en fases tempranas (i.e. duracion de la enfermedad menor a tres afios) que fueron
tratados durante seis meses con un tratamiento combinado de ADA y MTX, experi-
mentaron una progresion radiografica significativamente menor que los pacientes
tratados con MTX en monoterapia.

En el estudio ARMADA (7 (Long Term Efficacy and Safety of Adalimumab plus Me-
thotrexate in patients with Rheumatoid Arthritis) se utiliz6 ADA en monoterapia y
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combinado con MTX y se comparé con un grupo de pacientes que recibia placebo
asociado al MTX. En relacion a la eficacia tanto en la terapia combinada como en la
monoterapia el ADA se asocidé con mejorias significativas en cuanto a las respues-
tas ACR20, ACR50 y ACR70 con respecto al grupo placebo combinado con MTX.
También se observo una reduccion de la progresion radioldgica del dafio estructural
de una manera significativa.

En el estudio STAR """ (The Safety Trial of Adalimumab in Rheumatoid Arthritis) se
evaluo la eficacia del ADA en combinacion con otros FAMES tradicionales diferen-
tes al MTX. Comparando con el grupo placebo, la adicion de ADA al tratamiento de
la AR consiguié una mayor respuesta ACR 20, ACR 50 y ACR 70 en la semana 24
de tratamiento. El estudio STAR fue el primer estudio realizado para evaluar la efica-
cia de un anti-TNFa con otros FAMES tradicionales diferentes al MTX.

Golimumab

El GLM fue aprobado por la EMA en el afio 2009 para el tratamiento de la AR
moderada y grave en combinacion con el MTX en pacientes que no hayan respon-
dido adecuadamente a otros FAMES. También esta indicado para el tratamiento de
la espondilitis anquilosante y la artritis psoriasica (72,

Se administra en forma de inyeccion subcutanea a dosis de 50 mg cada cuatro
semanas ('72),

Laeficaciadeltratamiento con GLMen pacientes con AR se hainvestigado principal-
menteentresensayosclinicos, condiferentespoblacionesdepacientes. Enelestudio
Go-Forward (GOlimumab FOR subjects With Active RA Despite MTX) se incluyeron
pacientes con unarespuestainadecuadaal MTX. En este estudio se observé que los
pacientes tratados con GLM y MTX alcanzaban una mejor respuesta en comparaci-
on con los pacientes que recibian MTX en monoterapia, aunque no se objetivo una
mayor eficacia cuando se comparé con el grupo de pacientes que recibian GML en
monoterapia "%,

En el estudio Go-Before (Golimumab for subjects With Active RA Despite MTX) se
utilizé el farmaco como primera linea (i.e. pacientes que no han recibido previa-
mente otra terapia anti-TNFa) en combinacién con el MTX y se observd que los
pacientes que recibian GLM en combinaciéon con el MTX alcanzaban una mayor
eficacia en comparacion con el grupo que recibia MTX en monoterapia (74,

En el estudio Go-After (Golimumab in patients with active rheumatoid arthritis After
treatment with tumour necrosis factor a inhibitors), se observo que el GLM pue-
de ser eficaz en pacientes que hayan sido tratados con algun otro farmaco con
accion anti-TNFa y que hayan presentado una respuesta inadecuada (7%
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Certolizumab

En el ano 2009 la EMA aprueba el CZP en combinacion con MTX, para el trata-
miento de pacientes adultos con AR activa de moderada a grave cuya respuesta
a FAMES incluyendo el MTX, ha sido inadecuada. Puede ser administrado en mo-
noterapia en caso de intolerancia a MTX o si el tratamiento continuado con MTX
resulta inapropiado (178),

La dosis de CZP es de 400 mg (2 inyecciones de 200 mg cada una en un dia)
en las semanas 0, 2 y 4, seguido de una dosis de mantenimiento de 200 mg
(1 inyeccion) cada 2 semanas (179,

La evidencia que apoya el uso de CZP en el tratamiento de AR deriva de tres
ensayos pivotales realizados en pacientes con AR activa (moderada o grave).
Dos de estos estudios, el RAPID1 (RA Preventlon of structural Damage 1))y el
RAPID2 (Rheumatoid Arthritis Preventlon of structural Damage 2)('"® evallan pa-
cientes que habian tenido una respuesta incompleta al tratamiento con MTX los 6
meses previos al estudio. En ambos estudios se observaron mejorias significativas
tanto en la respuesta clinica como en la reduccion de la progresion radiogréfica a
la semana 24 en el grupo tratado con CZP en combinacion con MTX vs el grupo
que recibid placebo en combinacion con MTX. Los investigadores concluyeron
que el CZP en combinacion con el MTX es una estrategia mas eficaz que el MTX
en monoterapia.

El tercer estudio fue el FAST4AWARD (eFficAcy and Safety of cerlolizumab pegol —
4 Weekly dosAge in RheumatoiD arthritis) cuyo objetivo fue investigar la eficacia de
CZP en monoterapia. En este estudio se observd que los pacientes que recibian
CZP alcanzaban con mas frecuencia la respuesta ACR20, ACR50 en comparacion
con el grupo placebo a las 24 semanas de tratamiento ('),

Seguridad de las terapias anti-TNFa

El estudio de la seguridad a largo plazo de las terapias bioldgicas ha sido posible
gracias a la creacion de distintos registros nacionales. Estos han permitido re-
solver varias de las dudas iniciales sobre la seguridad derivadas de los ensayos
clinicos, los estudios observacionales y meta-analisis. Existe actualmente una am-
plia experiencia con el uso con IFX, ETA y ADA en el tratamiento de la AR, pero se

necesita un mayor seguimiento y evidencia para el tratamiento con el GLM y CZP
(180,181)

En el afio 2000, la Sociedad Espafiola de Reumatologia (SER) tuvo la iniciativa de
crear BIOBADASER, el registro espafiol de acontecimientos adversos de terapias
biolégicas en enfermedades reumaticas (82, Actualmente este registro esta com-
puesto principalmente por mujeres de mediana edad y con un valor de la media
del tiempo de la evolucion de la enfermedad de 9 afios al inicio de la terapia biolo-
gica. El diagndstico mas frecuente en este registro es la AR, con 3.371 pacientes
(52%), seguido de la espondilitis anquilosante (16%) y la artritis psoriasica (16%).

33



AR-antiTNFa BIOMARCADORES DE RESPUESTA

Carmona et al publicaron '8 |os eventos adversos mas frecuentes registardos en
BIOBADASER en 2.854 pacientes con AR tratados con farmacos anti-TNFa, inclui-
dos en el registro entre el afio 2000 y el afio 2009. En este estudio se observo que
las infecciones son los eventos adversos mas comunmente referidos seguidos

de las reacciones infusionales o reacciones en el sitio de la inyeccion. En el gréfico
siguiente se observan las frecuencias de los eventos adversos registrados en este
estudio.

Grafico 3: Eventos adversos con el tratamiento anti-TNFa en pacientes con Artritis Reu-
matoide registrados en BIOBADASER (2000-2009)
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En este contexto, Pérez-Sola et al (184) publicaron un estudio referente a las in-
fecciones y el tratamiento con anti-TNFa. En 6.969 pacientes del registro BIOBA-
DASER, se observaron 907 episodios de infecciones con una incidencia de 53,09
casos/1.000 pacientes - afio. La infeccion mas frecuente fue la de origen cutaneo
(12,18 casos/1000 pacientes-ano), seguida por la cistitis (3,92 casos /1.000 pa-
cientes - ano), la tuberculosis (3,51 casos/1.000 pacientes - afio) y la artritis séptica
(3,76 casos/1.000 pacientes - afio). Entre las infecciones bacterianas, los patége-
nos identificados con mayor frecuencia fueron: Staphylococcus aureus, Staphylo-
coccus epidermidis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Salmonella spp.
En relacién a los virus, el virus de la Varicela zoster y del Herpes simple fueron los
mas frecuentes. La candidiasis mucocutanea fue la infecciéon mas frecuentemente
diagnosticada entre las infecciones fungicas.

En relacion a la reactivacion del virus de la hepatitis C, el riesgo es bajo aunque
se recomienda monitorizar la carga viral y las trasminasas. Sin embargo el riesgo
de reactivacion del virus de la hepatitis B en pacientes estables tras el uso de
anti-TNFa es claramente superior. En estos pacientes se recomienda el uso conco-
mitante de antivirales como la lamivudina (181189,

Sehancomunicadoinfeccionesporgérmenesoportunistas, incluidoshongoseinfec-
ciones bacterianas no habituales 8. En BIOBADASER se ha observado también un
aumento del riesgo de otras infecciones como la listeriosis ("), Pero sin duda la
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infeccion donde la disponibilidad de un registro como el BIOBADASER ha sido
fundamental es la tuberculosis (TBC).

El TNFa juega un papel importante en la defensa del huésped contra el bacilo
de Koch especialmente en la formacion y la persistencia de los granulomas. Por
tanto, no sorprende que hayan sido reportados casos de infeccion de TBC entre
los pacientes tratados con bloqueantes del TNFa ('8 89 E| riesgo relativo de de-
sarrollar TBC es entre 11 y 20 veces mayor en los pacientes con AR tratados con
anti-TNFa que en los pacientes con AR que no reciben este tipo de tratamiento.
Este riesgo sobre todo es mayor en pacientes tratados con IFX y ADA y claramen-
te inferior en los pacientes tratados con ETA (190.191.192),

En relacion a las neoplasias, BIOBADASER presenta un anélisis del seguimiento
de 4.694 pacientes con una mediana de exposicion de 3,1 afios, que identificd 81
nuevos canceres, con una incidencia similar entre los tres farmacos anti-TNFa
mas utilizados (IR 5,8/1000 por afio, en AR) y una tendencia a disminuir después
de los 4 primeros meses. Se observé un RR ajustado de 0,48 (IC del 95%, 0,09-
2,45) en pacientes expuestos a anti-TNFa frente a los no expuestos y una tasa de
incidencia estandarizada con respecto a la poblacion general de un 34% inferior
a la esperada (185 199, En otros registros como el registro sueco ARTIS (Swedish
Biologics Register) (°*4'y el registro francés RATIO (Research Axed on Tolerance of
blOtherapies) (% no se ha demostrado un aumento del riesgo de cancer, incluido
el linfoma, en pacientes expuestos a anti-TNFa .

En BIOBADASER, las reacciones relacionadas con la administracion ocurrieron en
el 6,3% de los pacientes con una incidencia de 18 casos/1.000 pacientes por afio
(IC del 95%, 16-20), siendo la frecuencia mayor con IFX que con ETN y ADA, asi
como en la ARy en las mujeres (18",

2.3.2.- Otras terapias bioldgicas
Rituximab

El Rituximab (RTX), Mabthera ®, fue aprobado por la EMA en el afio 1998. Esta
indicado en adultos para el tratamiento de la AR grave en combinacién con MTX
en pacientes que no respondieron a otros tratamientos incluyendo los anti-TNFa.
También estd indicado para el tratamiento del linfoma no Hodgkin (1),

Es un anticuerpo monoclonal, dirigido contra el antigeno CD20 que se encuentra
en la superfie de los linfocitos B. Su accion terapéutica se basa en su capacidad
de eliminar las células que expresan esta molécula de superficie.

Se administra a dosis de 1.000 mg en perfusion intravenosa, seguida, dos semanas
mas tarde, de una segunda perfusion intravenosa de la misma dosis ('*®. Pueden
administrarse ciclos sucesivos de forma regular cada 6 meses o a intervalos no
continuos siempre y cuando el paciente haya presentado una eficacia clinica que
persista durante 6 meses después de la administracion de cada ciclo.
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El evento adverso mas frecuentes del RTX son las reacciones a la infusion y las
infecciones. En relacion a las reacciones a la infusion se ha observado que entre el 30
y 35% de los pacientes presentan esta reaccion con la primera infusion y con menor
frecuencia con las dosis sucesivas. Con respecto a las infecciones, la tasa de in-
fecciones graves es mayor en los pacientes tratados con RTX que en aquellos que
recibieron placebo, no obstante no se observaron infecciones oportunistas como
la producida por el Mycobacterium tuberculosis ™®.

Los principales estudios que evaluan la eficacia del RTX en el tratamiento de la
AR son el estudio DANCER (Dose-Ranging Assessment: International Clinical
Evaluation of Rituximabin Rheumatoid Arthritis) "*? un estudio de fase Ilb de valora-
cién de dosis y el estudio REFLEX (Randomized Evaluation of Long-Term Efficacy
of Rituximab in RA) %) un estudio de fase Ill de respuesta insuficiente a farmacos
antagonistas del TNFa. EI RTX en combinacion con el MTX también ha demostrado
ser eficaz en inhibir la progresion del dafio estructural en la AR (199,

Abatacept

En el aflo 2007 la EMA aprueba el abatacept (ABA),Orencia ®, para el tratamiento
de la AR moderada y grave en pacientes con una respuesta inadecuada a otros
tratamientos incluyendo el MTX vy los anti-TNFa. En pediatria ha sido aprobado
para el tratamiento de la AlJ %,

El abatacept (CTLA 4- 1g) es una proteina de fusion que blogquea la sefal de co-
estimulacion de los linfocitos T. EI ABA representa el primer farmaco de una
familia dirigido a alterar la funcion del linfocito T en enfermedades autoinmunes (18),

Se administra en perfusion intravenosa a dosis que oscilan entre 500 mg a 1.000 mg
segun el peso del paciente. EI ABA debe administrarse a las 2y 4 semanas después
de la primera perfusion, y a partir de entonces, cada 4 semanas %,

El ABA es un farmaco con un perfil de seguridad favorable que pueden ofrecer be-
neficios sustanciales sobre todo en aquellos pacientes con AR y un elevado riesgo
de infeccion (118,200

El ABA en combinacion con MTX o con otro FAME ha demostrado ser eficaz para
el tratamiento de la AR en diferentes grupos de pacientes: en pacientes con AR
de reciente comienzo y sin exposicion previa a FAMES, en aquellos con una
respuesta inadecuada a FAMES y en aquellos que no responden a los anti-TNFa. Se
ha observado al afio de tratamiento una reduccion significativa de la actividad de la
enfermedad en pacientes pacientes tratados con ABA con una tasa de remision que
alcanzan hasta el 41 % en pacientes que habian recibido MTX y ABA Y En otro
estudio en combinacion con el MTX se ha demostrado que este farmaco es eficaz
en retardar la progresién del dafio radiografico %2,
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Anakinra

Fue aprobado en el afio 2002 por la EMEA para el tratamiento de los signos vy
sintomas de la AR en combinacion con MTX, en aquellos adultos que no hayan
respondido bien a la administracion de metotrexato en monoterapia.

Se administra por via subcutéanea a dosis de 100 mg/dia %),

Anakinra (ANK), Kineret ®, es una proteina antagonista del receptor de la IL-1 (IL-
1RA). Es una glicoproteina inhibidora de la IL-1 que se une al receptor de alta afini-

dad de la IL-1 de la superficie celular bloqueando los efectos de esta interleuquina
(10)

El efecto adverso mas frecuente asociado al tratamiento con ANK fue la presencia
de una reaccioén en la zona de inyeccion en un elevado nimero de pacientes (%3,

Inicialmente la eficacia del ANK fue demostrada en monoterapia y en combinacion
con MTX en pacientes con AR. Se objetivd una mejoria de los signos y sintomas y
un retraso en la progresion radiolégica del dafio articular ?°9, Sin embargo aunque
no existen estudios comparativos, su eficacia en general es menor que la descrita en
relacion con otras terapias biolégicas. Asi mismo, al inicio de su uso en la practica
clinica se objetivd un elevado numero de pacientes que presentaban una reac-
tivacion de la enfermedad durante el tratamiento. Actualmente su uso esta muy
limitado a casos claramente refractarios a otros tratamientos (2%,

Tocilizumab

El Tocilizumab (TCZ), RoActemra ®, fue aprobado por la EMA en el afio 2009 para
el tratamiento de la AR moderada a grave en pacientes que hayan presentado una
respuesta inadecuada al tratamiento con otros farmacos incluyendo el MTX o anti-
TNFa. Puede utilizarse en monoterapia o en combinacion con MTX. También esta
indicado como tratamiento de la AlJ (%),

Este farmaco es un anticuerpo monoclonal humanizado contra el receptor de la
interleucina 6 (IL-6R).

El TCZ se administra a través de una perfusion intravenosa de una hora de duracion
a dosis de 8 mg/kg cada 4 semanas, pero no menos de 480 mg %,

El tratamiento con TCZ se asocid a un aumento del colesterol total, colesterol LDL
(Low Density Lipoproteins), colesterol HDL (High density lipoprotein), triglicéridos, de
la apolipoproteina A1y B, y del cociente LDL/HDL. Otro efecto adverso frecuente es
la neutropenia que suele ser leve, transitoria y no asociada a infecciones. También
se han registrado aumentos de las transaminasas que no se asociaron a hepatitis o
disfuncion hepatica grave (116200,
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El estudio CHARISMA (Chungai Humanised Anti-human Recombinat Interleukin-
Six Monoclonal Antibody) ?°") y el estudio OPTION (Effect of interleukin-6 receptor
inhibition with tocilizumab in patients with rheumatoid arthritis)?®® valoraron la efi-
cacia del TCZ combinado con el MTX en comparaciéon con el MTX en monoterapia
y demostraron que el TCZ asociado al MTX es mas eficaz que el MTX en monotera-

pia.

El estudio SAMURAI (Study of Active controlled Monotherapy Used for Rheumatoid
Arthritis an IL-6 Inhibitor) evalud la eficacia del TCZ para inhibir la progresion del
dafio estructural evaluado por medio de los cambios radiogréaficos. La eficacia
fue manifiesta a la semana 28 y mas evidente a la semana 52 de tratamiento con
cambios significativamente menores que en los pacientes tratados con FAMES %),
También se comparé la eficacia del TCZ en relacion con el MTX, ambos en mo-
noterapia. En el estudio AMBITION (Actemra versus Methotrexate double-Blind
Investigative Trial In mONotherapy) un estudio de fase Ill, multicéntrico de no infe-
rioridad en el que se compar6 la monoterapia con TCZ con el MTX en monoterapia,
el analisis demostrd que el TCZ fue superior al tratamiento con MTX a la semana 24
de tratamiento. EI TCZ es la Unica terapia biolégica que ha demostrado su superi-
oridad en monoterapia en comparacion con el MTX en monoterapia ¢,

2.4.- Valoracion de la actividad inflamatoria en la Artritis Reumatoide

La utilizacion de indices que resuman la informacion de varios parametros en un
solo indicador es un procedimiento util y valido en la evaluacion de la actividad de
la enfermedad. Segun la SER @' en la evaluacion estandarizada de la AR se reco-
miendan utilizar las siguientes medidas:

1) Valoracion de la actividad

e Numero de articulaciones dolorosas (NAD)

e Numero de articulaciones tumefactas (NAT)

e Valoracion global de la enfermedad por el paciente (VGP) utilizando la escala
analdgica visual de 0 a 100

e Valoracion global de la enfermedad por el médico (VGM) utilizando la escala
analogica visual de 0 a 100

e Reactantes de fase aguda (velocidad de sedimentacion globular (VSG), protei-
na C reactiva (PCR))

2) Valoracién del dano estructural
e Exploracion radiolégica que incluya manos y pies anualmente durante los
primeros 3-4 afos o cuando se inicie tratamiento con un agente bioldgico.

3) Valoracién funcional
e | a SER recomienda el uso de cuestionarios especificos para la valoracion
funcional del paciente al menos una vez al afio @',

El HAQ (Stanford Health Assessment Questionnaire) se desarrollé en 1980 como
una medida especifica de la discapacidad funcional de pacientes con AR y es el
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cuestionario mas utilizado en estudios poblacionales y en la practica clinica en la
AR (212.213).

La recogida sistematica de los datos recomendados permite el calculo de los dife-
rentes indices que han sido validados para realizar una estimacion objetiva de la
actividad de la enfermedad:

e Indice DAS (Disease Activity Score)

e Indice DAS28 (Disease Activity Score in 28 Joints)

e SDAI (Simplified Disease Activity Index)

e CDAI (Clinical Disease Activity Index)

El DAS y su derivado el DAS28 son considerados adecuados en término de con-
veniencia para la practica clinica y relevancia en la medicion de la actividad de la
enfermedad y su progresion ¢4,

El indice DAS para la AR fue originalmente desarrollado a comienzo de los afios
90 por van Der Heijde et al®™® basandose en el indice articular de Ritchie ?'® que
incluye 44 articulaciones dolorosas y tumefactas, la VSG y la VGP.

DAS=0,54 (VIR)+0,065 (NAT44)+0,33 (In VSG)+0,0072 (VGP)

EL indice DAS28 tiene en cuenta 28 articulaciones dolorosas y 28 articulaciones
tumefactas, la valoracion global del paciente y la VSG. También puede calcularse
utilizando el valor de PCR en mg/dl en lugar del valor de la VSG ©¢17:219),

DAS28= 0,56 (VNAD28)+0,28(VNAD28 )+ 0,70 (In VSG)+0,014 (VGP)

Recientemente se ha propuesto otro indice similar, el SDAI @ que deriva de un
indice desarrollado para la valoracion de la actividad de las artritis reactivas 29
El SDAI utiliza una férmula matematica mas simple que la utilizada para el DAS28.
Se calcula mediante una simple suma aritmética del nimero de articulaciones do-
lorosas y tumefactas, con indices reducidos de 28 articulaciones, la VGM, la VGP
y la concentracion de PCR.

SDAI=NAD28+NAT28+VGP+VGM+PCR (mg/dl)

Aligual que con elindice DAS se ha creado un indice SDAI modificado por Aletaha et
al@2" el indice CDAI que se ha desarrollado para ser utilizado en caso de no dis-
poner de los reactantes de fase aguda de forma inmediata.

CDAI=NAD28+NAT28+VGP+VGM
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En la siguiente tabla se observan los diferentes grados de actividad de la enferme-
dad considerando los diferentes indices descritos anteriormente. Actualmente la
SER recomienda los indices DAS28 y SDAI para su uso en la practica clinica ?'1219),

Tabla 2. Puntos de corte para las categories de actividad segun los indices DAS, DAS28 y

SDAI

Categoria Definicion
DAS Remision 1,6
Actividad baja 2,4
Actividad moderada 2,4 < DAS28 < 3,7
Actividad alta =37
DAS28 Remision 2,6
Actividad baja <3,2
Actividad moderada 3,2 < DAS28 < 5,1
Actividad alta =51
SDAI Remision <5
Actividad baja <20
Actividad moderada 20 < SDAI < 40
Actividad alta =40
CDAI Remision <28
Actividad baja <10
Actividad moderada <22
Actividad alta >40

La remision clinica representa una ausencia de actividad de la enfermedad, aun-
que en la AR es un estado que casi ningun paciente con enfermedad podria al-
canzar. Por lo tanto a nivel préactico la remision clinica se define como la ausencia
completa de actividad de la enfermedad o un nivel de actividad de la enfermedad
tan baja que no es molesto para el paciente y que augura un buen prondstico 2.
Recientemente, un comité compuesto por miembros del ACR y del EULAR, ela-
boraron una nueva definicion de remision para su uso en ensayos clinicos. Estos
crietrios se describen en el cuadro 3.

Cuadro 3. Nuevos criterios del ACR/EULAR de remisién clinica de la Artritis Reumatoide

Definicion categorica (hay que cumplir todos los criterios)
1.- Articulaciones dolorosas <1

2.- Articulaciones tumefactas <1

3.- PCR <1 mg/dl

4.- Valoracién de la actividad por el paciente <1 (escala de 0-10)

Definicion basada en un indice
SDAI <3,3
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2.5.- Criterios de respuesta clinica

En las enfermedades crénicas como la AR, es necesario valorar la respuesta al
tratamiento por lo que se han desarrollado herramientas que se utilizan para medir
la actividad de la enfermedad en la practica clinica en respuesta a un determinado
tratamiento. En la AR, tanto en los ensayos clinicos como en la practica clinica,
se han utilizado multitud de medidas que hacian muy dificil la comprension y la
homogeneizacion de los resultados ). Para dar consistencia y uniformidad, el
American College of Rheumatology (ACR) o la EUropean League Against Rheu-
matism (EULAR), crearon unos criterios para ser utilizados en la practica diaria y
en los ensayos clinicos.

Los indices integran varias medidas en un unico valor que las representa, con lo
que se evita la multiplicidad de las variables, se eliminan las redundantes y menos
representativas y se mejoran la validez y la sensibilidad. Al combinar variables
clinicamente importantes, se aumenta la consistencia de la evaluacion entre situa-
ciones diferentes y se aumenta el poder de discriminacion, 1o que permite reducir
la muestra. En cambio, tienen la dificultad de su comprensioén, o lo que es lo mis-
mo, COMO Yy por qué se unen unas variables y no otras, y el método empleado para
determinar su peso, ya que en los indices no todas las variables tienen el mismo
efecto en el resultado final (224225,

Respuesta EULAR y ACR

El criterio EULAR se calcula utilizando el indice DAS y su modificacion, el indice
DAS28, clasificando la mejoria en: ausente, moderada y buena. Para el uso de
estos criterios no sélo hace falta una mejoria sustancial del indice DAS28, que
se define como un cambio de 1,2 puntos desde la semana basal a un tiempo
determinado de la evolucion de la enfermedad, sino que también es importante
el grado de actividad del paciente después del tratamiento (alto, moderado o
bajo %9, De esa forma una mejoria del DAS>1,2 con un DAS actual <2,4 0 <3,2
con el indice DAS28, se considera una respuesta “buena”. Una disminucion del
DAS28 menor de 1,2 y mayor de 0,6 con un DAS actual menor a 3,7 0 menor a
5,1 si se considera el DAS28, es una respuesta “moderada”. Un respuesta insa-
tisfactoria o “ausente” se considera aquel paciente que no cumple ninguno de los
criterios anteriormente descritos tal y como se observa en el cuadro 4.

Cuadro 4. Definicion de la respuesta EULAR

Disminucién en el DAS/DAS28

DAS28 actual DAS actual 31,2 0,6 y 1,2 <0,6
<3,2 2,4 Buena
3,2y «5,1 2,4y <3,7 Moderada
5,1 3,7
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Los criterios de Paulus se describieron en 1990 29, Eran criterios que incluian la
velocidad de sedimentacion globular (VSG), las articulaciones dolorosas y tume-
factas, la rigidez matutina y la valoracion del médico y del paciente. Se requerian
una mejoria de, al menos, el 20% de 4 de 6 variables. Este indice era utilizado
para discriminar entre pacientes tratados con placebo y FAMES y durante muchos
afos, se utilizé como medida de eficacia.

Los criterios de mejoria propuestos por el ACR, se basan en estos Ultimos criterios
y son ampliamanete utilizados en la préactica clinica. Estos criterios fueron elabo-
rados por Felson en el afio 1995 basandose en los criterios de Paulus y valoran la
respuesta terapéutica, pero no miden valores absolutos de actividad, sino sus
cambios porcentuales. Una mejoria ACR20 requiere una mejoria de, al menos, un
20% en el numero de articulaciones dolorosas y tumefactas y al menos una re-
duccion del 20% en 3 de las 5 variables restantes valoradas, tal y como se observa
en el cuadro 5. Una respuesta ACR50, 70 o 90 requieren al menos una reduccion
del 50, el 70 o el 90%, respectivamente 28),

Cuadro 5. Criterios de la respuesta ACR

. =220% de mejoria en el nimero de articulaciones dolorosas
Se requiere

=220% de mejoria en el nimero de articulaciones tumefactas

.
=

=220% de mejoria en 3 de los 5 parametros:

e Valoracién del dolor por el paciente

e Valoracién global por el paciente

e Valoracién globlal por el médico

« HAQ

* Reactantes de fase aguda (VSG or PCR)

El principal inconveniente de estos criterios es que no consideran el grado de ac-
tividad de la enfermedad actual por lo que la guia de la SER ("' propone agregar
a estos criterios la siguiente consideracion:

-Respuesta satisfactoria: cumplimiento de los criterios ACR20, menos de 6 ar-
ticulaciones tumefactas y ausencia de afectacion en cualquier circunstancia del
paciente que produzca pérdida intolerable de la capacidad funcional en opinion
del paciente o del médico.

-Respuesta insatisfactoria: no cumplimiento de los criterios de respuesta satis-
factoria.
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3.- Biomarcadores de respuesta al tratamiento anti-
TNFa en la Artritis Reumatoide

Desde la introduccion de las terapias biolégicas en el tratamiento de la AR el
prondstico de esta enfermedad ha cambiado de forma considerable. No obstante
aproximadamente un 30% de los pacientes con AR no responden a estos trata-
mientos %9, Hasta el momento no existe ningun biomarcador validado que pueda
ser utilizado como un predictor de respuesta en la practica clinica y tampoco se
conoce bien el mecanismo biolégico por el cual algunos pacientes no responden
a estos tratamientos (%29,

En este apartado se presenta una revision de los estudios enfocados a identifi-
car biomarcadores de respuesta al tratamiento con anti-TNFa en la AR. Hemos
ordenado la revision de acuerdo a la siguiente clasificacion: biomarcadores no
genéticos (epidemiolégicos, clinicos, seroldgicos e histolégicos) y biomarcadores
genéticos.

3.1.- Biomarcadores no genéticos de respuesta
3.1.1.- Biomarcadores epidemiologicos

Existen varios estudios en pacientes con AR que evaluan al género como un
factor predictor de respuesta terapéutica. Se ha observado que las mujeres
tienen un peor curso de la enfermedad a pesar de recibir el mismo tratamiento
por |0 que se considera que los hombres tienen una mayor probabilidad de al-
canzar mejores respuestas a un determinado tratamiento. Asi mismo se ha con-
siderado en varios estudios que el género masculino puede ser un factor pre-
dictor de buena respuesta al tratamiento con anti-TNFa ¢?9231232) y que el género
femenino es un predictor independiente de peor prondstico de la enfermedad %2,

Sin embargo hay que tener en cuenta determinados factores de confusion que
pueden interferir en la evaluacion de la respuesta, como son las diferencias entre
géneros en cuanto a la percepcion del dolor o la menor masa muscular de las
mujeres (234235,

No obstante recientemente se ha publicado un estudio basado en el registro
DANBIO (NAtion wide registry of BIOlogical therapies in Denmark)?*® donde se com-
paralarespuestaaltratamiento anti-TNFa en pacientes con una AR deinicioreciente
(< 2 afios) y con una AR establecida (> 2 afios) y analizan la respuesta conside-
rando la diferencia de género. Este estudio concluye que en pacientes con AR de
inicio reciente, los hombres tienen una mayor probabilidad de alcanzar una res-
puesta EULAR moderada / buena a los 48 meses en comparacion con las mujeres.
Esta diferencia es significativa sobre todo a partir de los 6 meses de tratamiento.
Sin embargo cuando se estudia a la poblacion con una AR establecida no se
observan diferencias significativas en la respuesta al tratamiento, sugiriendo que
el género masculino es un predictor de respuesta, pero solo cuando se consideran
las AR de reciente comienzo.

43



AR-antiTNFa BIOMARCADORES DE RESPUESTA

En la siguiente tabla se observan los estudios publicados en relacion al género como un
biomarcador de respuesta al tratamiento con anti-TNFa

Tabla 3. Estudios que evaluan al género como biomarcador epidemioldégico de respuesta
al tratamiento con anti-TNFa.

Referencia N Tratamiento Duracién Criterios de Conclusién
(semanas) respuesta
y remision
Hyrich et al, 2.879 IFX/ETA 24 EULAR El sexo masculino
2006 DAS28<2,6 es un predictor de
remision
Mancarella et al, 1.257 IFX/ETA/ADA 24 HAQ
2007 DAS28<2,6
Burmester et al, 6.610 ADA 12 DAS28¢<2,6
2008 SDAI3,3
CDAI«2,8
Kristensen et al, 1.565 IFX/ETA/ADA 12 EULAR No asociacién con
2008 ACR el género
DAS28<2.6
Jawaheer et al, 2.129 IFX/ETA/ADA 24 EULAR El sexo masculino
2012 es un predictor de
buena respuesta
en AR de reciente
comienzo

La edad podria jugar también un papel importante como predictor de respuesta al
tratamiento anti-TNFa. Asi en el estudio GISEA (Gruppo ltaliano di Studio sulle Ear-
ly Arthritides) ®*? se observéd que los pacientes menores de 53 afios que iniciaban
el tratamiento con anti-TNFa, tenian mas probabilidades de alcanzar la remision
si se comparaban con pacientes de mayor edad. Estos hallazgos coinciden con el
estudio del grupo de Burmester et al ?*® que objetivaron que los pacientes mayores
de 40 afios alcanzaban menos la remision en el seguimiento a tres afos. Sin embargo
estos hallazgos no han sido confirmados por otros estudios 3.

En la tabla 4 se presentan los estudios mas relevantes que entre otros datos evallan
el efecto de la edad en la respuesta al tratamiento con terapias de acciéon anti-
TNFa.

Tal y como se ha comentado previamente el habito tabaquico es un factor de ries-
go en la susceptibilidad de desarrollar AR. Este habito se asocia a formas mas
graves de la enfermedad y a la presencia de manifestaciones extra-articulares (i.e.
nédulos reumatoides y vasculitis) (236:237.238.239),
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Tabla 4. Estudios que evaltuan a la edad como biomarcador epidemioldgico de respuesta
al tratamiento con anti-TNFa.

Referencia N Tratamiento Duracién Criterios de Conclusién
(semanas) respuesta
y remision

Hyrich et al, 2.879 IFX/ETA 24 EULAR La edad no esta
2006 DAS28¢2,6 asociada con la
respuesta ni con la
remisiéon

Mancarella et al, 1.257 IFX/ETA/ADA 24 HAQ Los pacientes con
2007 DAS28¢2,6 =53 afios, tienen
menor probabili-
dad de alcanzar la
remisién

Burmester et al, 6.610 ADA 12 DAS28¢2,6 Los pacientes
2008 SDAI3,3 de =40 afios
CDAI2,8 tienen menor
probabilidad de

alcanzar la remisién

También ha sido estudiado el habito tabaquico como factor predictor de respuesta
al tratamiento. Un estudio reciente ha sugerido que los pacientes con AR que
fuman tienen una necesidad de recibir mayor numero de FAMES de forma que
la eficacia de estos agentes antirreumaticos pueda estar reducida en pacientes
fumadores ?49),

Especificamente con respecto a los farmacos con accién anti-TNFa, Hyrich et al %39
observaron una asociacion estadisticamente significativa entre el habito de fumar y
una menor respuesta al tratamiento con IFX.

Esto podria ser explicado por la asociacion bien establecida entre el héabito
tabaquico y el incremento en la produccion del FR y de anticuerpos anti-CCP, aun-
gue este Ultimo solo en pacientes que presentan el EC (22239,

Otra posibilidad es que el tabaco en pacientes que reciben un agente bioldgi-
co podria estar asociado con el incremento en la produccion de anticuerpos an-
tiquiméricos o anticuerpos HACA (Human Anti-Chimeric Antibody) aunque esta
relacion no ha sido aun demostrada. La presencia de estos anticuerpos ha sido
relacionada con concentraciones de IFX disminuidas en suero y con una menor
respuesta al tratamiento (241242,

También se debe considerar la alteracion de la farmacocinética del anti-TNFa en los
pacientes fumadores. Por un lado podria interferir en la absorcion de estos farmacos
y por otro es posible que los fumadores tengan altas concentraciones en suero de
TNFa y/o otros mediadores inflamatorios que predispongan a una mayor resistencia
a la terapia con anti-TNFa. Existen evidencias de que determinadas citoquinas y
metaloproteasas de matriz estan elevadas en los pacientes fumadores 243 244
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También es importante tener en cuenta la inversa relacion que existe entre el
numero de paquetes de cigarrillos/afio y la mejoria del DAS28. Con respecto a
este punto, Mattey et al ®*") observaron que la respuesta terapéutica esta asociada
a la intensidad del habito tabaquico previo, independientemente del estatus actual.
Esto no coincide con un estudio publicado recientemente que observa que los
pacientes que nunca habian fumado tenian mas posibilidades de alcanzar una
buena respuesta a los tres meses de tratamiento con MTX y anti-TNFa con respecto a
los que actualmente estaban fumando, pero esta diferencia no fue significativa si
se los comparaba con los pacientes ex-fumadores @49,

En la siguiente tabla se presentan los estudios mas relevantes que evallan entre
otros datos el efecto del habito tabaquico en la respuesta al tratamiento con tera-
pias de accion anti-TNFa.

Tabla 5. Estudios que evallan al habito tabaquico como biomarcador epidemiolégico de
respuesta al tratamiento con anti-TNFa.

Referencia N Tratamiento Duracion | Criterios de Conclusién
(semanas)| respuesta
y remision

Hyrich et al, 2.879 IFX/ETA 24 EULAR Los pacientes
2006 DAS28¢2,6 fumadores activos
que son tratados
Mattey DL et al, 154 IFX/ETA/ADA 12/48 EULAR con IFX tienen
2009 # menor probabilidad
de alcanzar buena
respuesta

No se encontrd aso-
ciacién con ETA

Burmester et al, 1.257 ADA 12 DAS28¢2,6 No existe diferen-
2008 SDAIK3,3 cias entre los pa-
CDAIk2,8 cientes no fumado-

res y los que alguna
vez han fumado

Abhishek et al, | 290/65/40 | IFX/ETA/ADA 12 EULAR Los pacientes
2010* DAS28¢2,6 fumadores activos
que reciben ETA
tienen menor pro-
babilidad
de alcanzar la
remisién

Saevasdottir et al, 535 IFX/ETA/ADA 12 EULAR En AR de reciente
2011 DAS28 ¢ 2,6 | comienzo, los fu-
madores activos
tienen menor pro-
babilidad de
alcanzar una buena
respuesta y la remi-
sion

*No se analizaron los pacientes con IFX y ADA debido al tamafo de la muestra.
#Relacion inversa entre el indice DAS28 y el nUmero de paquetes/afio.
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3.1.2.- Biomarcadores clinicos

En relacion a los predictores clinicos relacionados con la actividad de la enferme-
dad, la BSRBR (British Society of Rheumatology Biologics Register) ?*V ha publi-
cado un estudio basado en el registro de 2.879 pacientes tratados con IFX'y ETA,
donde se observé que la puntuacion en la escala del HAQ, el sexo femenino vy el
estado de fumador activo, esto ultimo en pacientes tratados con IFX, fueron iden-
tificados como predictores negativos de respuesta en pacientes con AR tratados
con estos farmacos.

El uso concomitante de MTX vy la baja puntuacion del HAQ en la semana basal
de tratamiento fueron identificados como predictores de una buena respuesta al
tratamiento a los 3 meses de seguimiento, lo cual coincide con los resultados de
otros estudios (31 232, 246. 247),

En la siguiente tabla se presentan los estudios mas relevantes que evallan entre
otros datos el HAQ en la respuesta al tratamiento con terapias de accion anti-TNFa.

Tabla 6. Estudios que evaltan el HAQ como biomarcador clinico de respuesta al trata-
miento con anti-TNFa.

Referencia N Tratamiento Duracién Criterios de Conclusién
(semanas) respuesta
y remision
Hyrich et al, 2.879 IFX/ETA 24 EULAR Existe una asocia-
2006 DAS28¢2.6 ci6n inversa entre
el valor del HAQ de
Mancarella et al, 1.257 IFX/ETA/ADA 24 HAQ la semana basal y
2007 DAS28¢2.6 la remision clinica
del paciente
Kristensen et al, 1.565 IFX/ETA/ADA 12 EULAR
2008 ACR
DAS28<2.6
Burmester et al, 6.610 ADA 12 DAS28¢<2,6
2008 SDAIK3,3
CDAI«2,8

Varios estudios coinciden que la actividad de la enfermedad medida por el
indice DAS28 al inicio del tratamiento con FAMES es un factor prondstico muy impor-
tanteparaalcanzarlaremision(?#.249 Verstappenetal®®observaron que aquellos pa-
cientes con un menor numero de articulaciones dolorosas y tumefactas a la semana
basaldetratamientocondiferentesFAMEStienenunamayorprobabilidaddealcanzarla
remision. Asi mismo en el registro Aleman de terapias bioldgicas, RABBITS 5"
(German acronym for Rheumatoid Arthritis-Observation of Biologic Therapy) se
observd que los pacientes con un DAS28 menor a 5,1 en la semana basal tenian
mayores tasas de remision (30%) definida por el indice DAS28 en comparacion a
los que presentaban al inicio del tratamiento un DAS28 mayor a 6 (8.5%).
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Keystone et al ?% realizaron un subanalisis de los estudios TEMPQO (¢") (Trial of
Etanercept and Methotrexate With Radiographic Patient Outcomes) y ERA (259
(Early Rheumatoid Arthritis) y observaron que en general los pacientes con mo-
derada actividad de la enfermedad al inicio del tratamiento con anti-TNFa alcan-
zaban una mejor respuesta a los 6 meses con respecto a los pacientes con eleva-
dos indices de actividad a la semana basal.

Aletaha et al %%, concluyeron que la actividad de la enfermedad medida por los
indices SDAI, DAS28 o CDAI antes del inicio del tratamiento con anti-TNFa y sobre
todo al mes de iniciado el tratamiento estéa significativamente asociada a la activi-
dad de la enfermedad al afio de seguimiento. Otros estudios similares llegan a la
misma conclusion 29248 exceptuando un estudio basado en el registro britanico
(231 donde no se objetiva una asociacion significativa entre el DAS28 a la semana
basal y la respuesta al tratamiento.

En la siguiente tabla se presentan los estudios mas importantes que evaldan la in-
fluencia del indice DAS28 a la semana basal y la respuesta al tratamiento con anti-
TNFa.

Tabla 7. Estudios que evaluan el indice DAS28 a la semana basal como biomarcador clini-
co de respuesta al tratamiento con anti-TNFa.

Referencia N Tratamiento Duracion Criterios de Conclusion
(semanas) respuesta
vy remision

Hyrich et al, 2.879 IFX/ETA 24 EULAR El DAS28 (SB) no
2006 DAS28¢2.6 predice la respues-
ta al tratamiento
DAS28<2,6 Pacientes con
Burmester et al, 6.610 ADA 12 SDAIK3,3 DAS28 (SB)»5,1
2008 CDAIK2,8 tienen peor res-

puesta al trata-
miento con ADA

Kristensen et al, 1.565 IFX/ETA/ADA 12 EULAR Se observé que el
2008 ACR DAS28 (SB) tiene
DAS28¢2,6 una relacién inver-
sa con la

respuesta EULAR
y la remision, y
una relaciéon directa
con la respuesta
ACR

Pacientes con
DAS28 (SB)»5,1
tienen peor res-
puesta al trata-
miento con ETA

Keystone E et al, 201 ETA 12 DAS28<2,6
2009

SB: Semana basal
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Con respecto a otros factores clinicos no relacionados con la propia AR, el estudio
ReAct (Research in Active RA trial) ?*® objetivd que los pacientes que presentaban
mas de una morbilidad tenfan peor respuesta al tratamiento con ADA alcanzando
menos la remision. Hyrich et al " sin embargo no encontraron asociacion signifi-
cativa entre la presencia de comorbilidades y la remision tanto con el tratamiento
con ETA como con el tratamiento con IFX.

En la siguiente tabla se observan los estudios publicados que entre otras variables
analizan el numero de comorbilidades asociadas a la AR y la respuesta al trata-
miento con farmacos anti-TNFa.

Tabla 8. Estudios que evaltan la comorbilidad como biomarcador clinico de respuesta al
tratamiento con anti-TNFa

Referencia N Tratamiento Duracion Criterios de Conclusién
(semanas) respuesta
y remision

Hyrich et al, 2.879 IFX/ETA 24 EULAR No se encontré
2006 DAS28¢2.6 asociacion
entre el nimero
de comorbilidades
y la respuesta al
tratamiento y la
remisiéon

Burmester et al, 6.610 ADA 12 DAS28¢<2,6 Pacientes con mas
2008 SDAIK3,3 de una comorbili-
CDAI2,8 dad tienen menor

probabilidad de al-

canzar la remisiéon

El nimero de FAMES previo al inicio del tratamietno anti-TNFa también ha
sido estudiado como posible biomarcador de respuesta al tratamiento anti-
TNFa. Al respecto se ha publicado un estudio observacional en una cohorte
trasversal que incluyé a 111 pacientes con AR que estaban siendo tratados con
un farmaco anti-TNFa y se estudiaron los factores predictores de remision. Se
observé que el numero de FAMES previos era inversamente proporcional alatasa de
remision en estos pacientes®@®, Esto coincide con el registro britanico®" pero difiere
de lo publicado por Burmester et al ??, ya que estos uUltimos autores no observaron
una asociacion significativa entre el numero de FAMES previos y la remisién clinica.

En la siguiente tabla se presentan los estudios realizados para evaluar la influencia
del numero de FAMES previos en la respuesta al tratamiento con anti-TNFa.
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Tabla 9. Estudios que evaltan el numero de FAMES previos como biomarcador clinico de
respuesta al tratamiento con anti-TNFa.

Referencia N Tratamiento Duracion Criterios de Conclusion
(semanas) respuesta
y remision
Liang et al, 322 IFX/ETA/ADA | Transversal DAS28¢2,6 El nimero de
2005 FAMES previos es
inversamente
Hyrich et al, 2.879 IFX/ETA 24 EULAR proporcional a la
2006 DAS28¢2,6 probabilidad de
alcanzar la remision
Burmester et al, 6.610 ADA 12 DAS28¢2,6 El nimero de
2008 SDAIK3,3 FAMES previos no
CDAI2,8 esta asociado con
la probabilidad de
alcanzar la
remision

3.1.3.- Biomarcadores serologicos

Aunque existen multiples estudios que relacionan tanto el FR como los anticuerpos
anti-CCP con el fenotipo y el pronéstico de la enfermedad, poco se sabe acerca
de la influencia de estos anticuerpos en la respuesta al tratamiento con farmacos
con accion anti-TNFa.

Potter et al ®*® |levaron a cabo un estudio para establecer la asociacion entre la
presencia del FR, los anticuerpos anti-CCP y la respuesta al tratamiento anti-TNFa.
Se incluyeron 642 pacientes con AR en tratamiento con tres anti-TNFa (IFX, ETA'y
ADA) y concluyeron que la presencia de estos auto-anticuerpos era un predictor de
menor respuesta a los 6 meses de seguimiento. Es importante sefialar que en este
estudiono se habiaincluido un grupo control para poder establecer con certeza esta
asociacion y que la determinacion de estos anticuerpos fue realizada en algunos
pacientes después del inicio del tratamiento y no a la semana basal.

En un subestudio del registro BSRBR se observd que la presencia del FR y de
los anticuerpos anti-CCP en pacientes con AR tratados con biolégicos estaba
asociada a una menor respuesta al tratamiento y que la utilizacion de MTX en forma
concomitante con ETA estaba asociado a una mejor respuesta 3",

Mancarella et al % publican un estudio que incluyé 591 pacientes con AR y
tratamiento con farmacos anti-TNFa, que fueron seguidos durante 6 meses. En
este estudio se concluyd que los pacientes con FR negativo presentaban de forma
mas frecuente una buena respuesta EULAR.

En otro estudio italiano de 132 pacientes con AR avanzada que recibian tera-
pia anti-TNFa y seguidos durante un afno, se observd que los titulos del FR en
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todos sus isotipos descendieron en forma significativa al afio de tratamiento,
mientras que los titulos de los anticuerpos anti-CCP no se modificaron de forma
significativa 7).

No obstante Klassen et al ® observaron que contrariamente a lo publicado con
anterioridad la presencia de FR y de anticuerpos anti-CCP estaba relacionada con
una buena respuesta al tratamiento con farmacos anti-TNFa. Aunque estos hallaz-
gos no tienen un poder estadistico considerable generan una duda razonable y
obligan a realizar estudios similares con criterios unificados para valorar la influen-
cia de estos anticuerpos sobre la respuesta a estos farmacos.

Finalmente Fisher et al ®*® han publicado un estudio donde se incluyeron 450
muestras de pacientes con AR que recibian tratamiento con anti-TNFa. Se analizd
la presencia de anticuerpos citrulinados a-enolasa, vimentina y pétidos fibrinogé-
nos (anti-cFib) y se determind la actividad mediante el DAS28 a la semana basal y
a los 6 meses del tratamiento. En este estudio se observd que tanto los anticuerpos
anti-cFib como los anticuerpos anti-CCP estaban asociados a una pobre respues-
ta. En contraste, los anticuerpos CEP-1y cVim, los cuales se ha demostrado que
estan fuertemente asociados con el epitope compartido, no estuvieron asociados
con la respuesta.

En la tabla 10 se observan los estudios mas relevantes que evaluan la influencia
de los anticuerpos FR y anti-CCP en la respuesta al tratamiento anti-TNFa.

Otro anticuerpo que también podria tener relacion con la respuesta es el anticuer-
po anti-Ro. Este anticuerpo se detectd en el 6% de pacientes con AR y esta aso-
ciado a la presencia de un Sindrome de Sjdgren secundario ®?. En un estudio (®9
que evaluaba la relacidon entre la presencia de este anticuerpo en pacientes con
ARy la respuesta al tratamiento con inhibidores del TNFa, se observo que los pa-
cientes con anti-Ro positivo respondian menos al tratamiento con IFX que los pa-
cientes anti-Ro negativo. No pudo evaluarse larelacion con ETA y ADA por el escaso
ndumero de pacientes incluidos con estos tratamientos.

En cuanto a otros marcadores seroldgicos de respuesta, un estudio espafiol %69
investigod la influencia de los valores séricos de RANKL (receptor activador for
nuclear factor kappa B ligand) y de la OPG (osteoprotegerina) en pacientes con
AR sobre la respuesta al tratamiento con farmacos anti-TNFa. En este estudié se
incluyeron 75 pacientes con AR que iniciaban tratamiento con IFX y ADA y se de-
terminaron las concentraciones de RANKL y OPG en suero, a la semana basal y
a las semanas 12, 14, 28 y 30. Los datos sugirieron que los pacientes con bajos
valores de RANKL a la semana basal alcanzaban mas la remision, mientras que no
se observo una asociacion significativa entre los valores de la OPG a la semana
basal y la respuesta terapéutica.

En otro estudio que incluyé a 60 pacientes tratados con IFX se obser-
vO que los valores elevados de Apolipoproteina A-1 a la semana basal, ma-
yor componente de las HDL, son un factor predictor de buena respuesta. A
diferencia, los valores séricos elevados del factor plaguetario 4, quimioguina especi-
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fica de los granulos plaguetarios, se asocian de forma significativa a una menor

respuesta terapéutica 6",

Tabla 10. Estudios que evaltan el FR y los anticuerpos anti-CCP como biomarcadores

serolégicos de respuesta al tratamiento con anti-TNFa.

2012

Referencia N Tratamiento Duracién Criterios de Conclusién
(semanas) respuesta
y remision
Hyrich et al, 2.879 IFX/ETA 24 EULAR EL FR (+) no se
2006 DAS28<2,6 asocia con la
respuesta EULAR
ni con la remisién
Bobbio-Pallavicini 132 IFX/ETA/ADA/ 48 EULAR Valores elevados
et al, MTX de FR IgA (SB) se
2007 asocia a una peor
respuesta al
anti-TNFa
El FR (+) o anti-CCP
(+) no se asocian a
la respuesta EULAR
Mancarella et al, 1.257 IFX/ETA/ADA 24 HAQ EL FR (+) se asocia
2007 DAS28¢2,6 a menor remiséon
Burmester et al, 6.610 ADA 12 DAS28<2,6 EL FR (+) no se
2008 SDAIK3,3 asocia
CDAI«2,8 con la remisén
Atzeni et al, 1.005 IFX/ETA/ADA 48 EULAR El FR (+) o anti-CCP
2009 HAQ (+) no se asocian a
DAS28¢2,6 la respuesta EULAR
ni a la remision
Potter et al, 642 IFX/ETA/ADA* 24 EULAR E1FR (+) y/o
2009 anti-CCP (+) estan
asociados a una
peor respuesta al
anti-TNFa
Klassen et al, 101 IFX 16 EULAR El FR (+) vy los
2011 anti-CCP (+) (SB)
se asocian a una
buena respuesta
Fisher et al, 450 IFX/ETA/ADA 24 EULAR Los anti-CCP(+)

estan asociados a
una peor respuesta

SB: semana basal, ADA* excluido del analisis por presentar escaso numero de pacientes
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La determinacion en el suero de las concentraciones de TNFa se presenta como
un atractivo candidato de estudio para la identificacion de biomarcadores de respuesta.
Sin embargo, su determinacion sistematica mediante ensayos de ELISA (Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay) es particularmente dificil con un umbral muy bajo
cerca del limite de deteccidn. No obstante las concentraciones de esta citoquina
en suero antes del inicio del tratamiento con anti-TNFa no estuvieron en relacion
con la respuesta en un estudio francés que incluyd a 50 pacientes que recibian
tratamiento con IFX %62,

Como la determinacion del TNFa por ELISA no se demostrd atil para predecir la
respuesta, el mismo grupo francés llevdé a cabo un estudio funcional del
TNFa circulante en 20 pacientes con AR. En este estudio se observd que
las concentraciones elevadas del TNFa circulante activo estaban asocia-
dos a una buena respuesta al IFX con un valor predictivo positivo del 90% (63,

Se ha estudiado también la correlacion entre la respuesta terapéutica y las
células Th17 (Helper-Type 17) que secretan la IL-17. Esta citoquina participa
en la inflamacion y destruccion de los tejidos por medio de la induccion de la
expresion de citoquinas pro-inflamatorias y metaloproteasas de matriz. Esto ha sido
foco de atencién de un estudio publicado por Chen et al ?®) que observaron que el
numero de células Th17y la concentracion de IL-17 en suero de pacientes con AR
estaban elevadas en pacientes que no respondian adecuadamente al tratamiento
con farmacos de accion anti-TNFa. Se observd ademas que las concentraciones
de IL-17 a la semana basal eran superiores en pacientes no respondedores en
comparacion con los respondedores a este tipo de tratamiento. Esta teoria es
apoyada por otro estudio publicado recientemente en donde se senala que la
respuesta al tratamiento con anti-TNFa esta asociada a la concentracion de Th17/
IL-17 previa al inicio del tratamiento (%),

3.1.4.- Biomarcadores histologicos

En un grupo importante de pacientes con AR, las células infiltrantes de la membra-
na sinovial se organizan de forma similar a los centros germinales de los 6rganos
linfoides secundarios (sinovitis folicular). Estas estructuras contienen linfocitos B y
T rodeados de células dendriticas. En otros pacientes, se forman acumulaciones
que carecen de células dendriticas y contienen ambas estirpes B y T, pero sin la
tipica reaccion germinal. Menos frecuentemente, algunas sinoviales reumatoides
presentan infiltrados inflamatorios que se disponen en forma difusa sin organogé-
nesis linfoide determinada %),

La formacion de agregados foliculares o agregados granulomatosos linfoides se
ha asociado a una mayor produccion de TNFa y a una enfermedad mas agresiva,
en contraste con la presencia de una infiltracion linfocitaria en forma difusa.

Carfiete et al ®®” han observado que la presencia de la neogénesis linfoidea es un
biomarcador de mala respuesta al tratamiento con anti-TNFa. También observaron
que la neogénesis linfoidea puede ser reversible después de un corto periodo
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de tratamiento con anti-TNFa y que su desaparicion esta asociada a una buena
respuesta clinica.

Sin embargo Klassen et al ®® objetivaron que los pacientes con agregados
linfoides en el tejido sinovial presentaban una mejor respuesta al tratamiento con
IFX que aquellos pacientes que presentaban un infilirado linfoide difuso. En ambos
estudios se han utilizado diferentes criterios histoldgicos para el anélisis por lo que
no se pueden extraer datos concluyentes. Esta discrepancia refuerza la necesidad
de llevar a cabo nuevos estudios diseflados con criterios mas homogéneos.

Otro estudio publicado por Izquierdo et al®®® observd una disminucion del revesti-
miento de fibroblastos en la membrana sinovial en pacientes con buena respuesta
a anti-TNFa por lo que este hallazgo también podria ser considerado un predictor
de buena respuesta pero los datos disponibles al respecto aun son escasos.

En la siguiente tabla se observan los principales estudios que valoran los biomar-
cadores histologicos en la respuesta al tratamiento anti-TNFa

Tabla 11. Estudios que evaluan los hallazgos histolégicos como biomarcadores de res-
puesta al tratamiento con anti-TNFa.

Referencia N Tratamiento Duracion Criterios de Conclusién
(semanas) respuesta
vy remisién

Cafete et al , 86 IFX/ETA/ADA 12 EULAR La neogénesis lin-
2009 foidea sinovial es

un predictor de

peor respuesta

Klaasen R et al , 57 IFX 16 EULAR Los pacientes
2009 con agregados lin-

focitarios en tejido
sinovial tienen una
mejor respuesta al
tratamiento con IFX
que los que tienen
infiltrado linfocita-

rio difuso
Izquierdo et al, 48 IFX/ETA/ADA 40 EULAR Se observa una
2011 disminucién del

revestimiento de
fibroblastos en la
membrana sinovial
de pacientes con
buena respuesta
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3.2.- Biomarcadores genéticos de respuesta

Se estima que el componente genético puede explicar entre el 20 y el 95% de
la variabilidad en la respuesta a farmacos. A pesar de que muchos factores no
genéticos influyen en el mecanismo de acciéon de los farmacos, incluyendo la
edad, la funcién del 6rgano, los tratamientos concomitantes, las interacciones me-
dicamentosas y la naturaleza de la propia enfermedad, existen en la actualidad
numerosos ejemplos en los que las diferencias interindividuales a un determinado
farmaco se deben a variaciones en la secuencia de los genes que codifican a pro-
teinas que pueden afectar la biodisponibilidad (i.e. metabolismo y transporte) o el
mecanismo de acciéon de los farmacos (i.e. receptores) 2%,

El interés de los estudios farmacogenéticos en la respuesta a farmacos de accion
anti-TNFa centra su atencion en los genes que confieren susceptibilidad para desa-
rrollar la AR y en los genes implicados en la produccion o en las diferentes vias de
sefalizacion del TNFa (270271,

3.2.1.- Polimorfismos del gen TNFA

Se ha sugerido que las variaciones genéticas en la region promotora y codificante
del gen del TNFA podrian modular la magnitud de la respuesta secretora de este
gen, por lo que los loci de la via del TNFa son candidatos obvios que podrian in-
fluir en la respuesta al tratamiento con los inhibidores del TNFa.

Se han identificado diversos polimorfismos en el gen TNFA. El polimorfismo en la
posicion -308 (rs1800629) es el polimorfismo mas ampliamente estudiado. Se ha
observado que el genotipo -308 G/A esta asociado con una mayor produccion de
TNFa e incrementa la susceptibilidad y la gravedad de la AR con respecto al geno-
tipo G/G ¢"227, En concreto, en un estudio realizado en pacientes mexicanos con
AR se objetivd una mayor frecuencia del alelo A en la posicion -308 en pacientes
con AR grave, en comparacion con los pacientes con AR menos grave y controles
sanos @4, Asf mismo, en otro estudio se observd una asociacion entre el polimor-
fismo en la posicion -308 y el dafio radiogréfico ¢,

Este polimorfismo también ha sido estudiado como posible predictor de respuesta
al tratamiento con farmacos de accion anti-TNFa. En el estudio de Padjukov et
al®’® se incluyeron 123 pacientes tratados con ETA y se valoré la respuesta ACR20
y el indice DAS28 a las 12 semanas y su asociacion con los polimorfismos ubica-
dos en el gen TNFA (-308 TNFA), en el gen IL10, (-1087 IL10), en el genTGF B1
(Transforming Growth Factor) y en el gen IL1RN (Interleukin 1 Receptor Antago-
nist). Ninguno de los alelos determinados estuvieron por si solos asociados con
la respuesta al tratamiento. No obstante, la combinaciéon de ciertos alelos (=308
TNFA G/G y —1087 IL10 G/G) se objetivd que estaba asociada con una buena
respuesta al tratamiento con ETA. Adicionalmente, la combinacion de los alelos
A2 del gen IL1RN y del alelo C del gen TGFB1 estuvo asociada a la no respuesta
terapéutica.
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Cuchacovich et al?” observaron que los pacientes con el genotipo G/G en la po-
sicion -308 del gen TNFA tenian mejor respuesta a las 14 semanas de tratamiento
con respecto al genotipo G/A coincidiendo con los demés estudios, pero esta
diferencia no se mantuvo significativa a la semana 22 de tratamiento.

En la siguiente tabla se observan los principales estudios que analizan el polimor-
fismo -308 del gen TNFA y la respuesta al tratamiento con anti-TNFa.

Tabla12. Estudios que evaluan laasociacion del polimorfismo -308 del gen TNFAy la
respuesta al tratamiento anti-TNFa

Referencia N Tratamiento Duracion Criterios de Conclusion
(semanas) respuesta
Mugnier et al, 59 INF 22 EULAR - 308 G/G se
2003 asocia a una mejor
respuesta que A/A
o G/A
Padjukov et al, 123 ETA 12 EULAR
2003 ACR
Cuchacovich et al, 20 INF 22 ACR - 308 G/G se
2004 asocia a una mejor

respuesta que G/A
a la S14 pero igual

ala S22
Kang et al, 70 ETA 12 ACR -308 no se asocia
2005 con la respuesta
Cuchacovich et al, 81 ADA 24 EULAR -308 G/G se asocia
2006 a una mejor

respuesta que G/A

Marotte et al, 198 IFX 30 ACR -308 no se asocia a
2008 la respuesta
El alelo A esta
asociado a valores
elevados de TNFa
en suero

Maxwell et al, 1.050 IFX/ETA 26 EULAR -308 A/A se asocia
2008 a una peor
respuesta al trata-
miento con ETA
No asociacién
con IFX

En una cohorte mas numerosa se incluyeron 1.050 pacientes caucasicos (455
tratados con ETA y 450 con IFX) y se analizé que polimorfismos del TNFA estaban
relacionados con la respuesta al tratamiento con anti-TNFa. Se observé que el ge-
notipo -308 TNFA A/A estaba asociado a una pobre respuesta si lo comparamos con
el genotipo G/G en pacientes que recibieron ETA. Sin embargo esta asociacion no se
observo entre los pacientes que recibieron IFX. Por otro lado el genotipo -238 G/A del
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gen TNFA (rs361525) estaba asociado a una pobre respuesta en los pacientes en
tratamiento con IFX pero no en los pacientes en tratamiento con ETA @77,

Ante esta disparidad de resultados, se han realizado varios meta-anélisis, que de
forma esquematica se presentan en la tabla 14. El primero de ellos publicado por
Lee et al®® incluy6 6 estudios y un total de 311 pacientes tratados con IFX 'y ETA.
Este meta-anéalisis concluy6 que los pacientes que poseen el alelo A en la posicion
-308 TNFA tienen peor respuesta que los pacientes que tienen el alelo G.

En un segundo meta-analisis realizado por un grupo canadiense que incluyo
9 estudios con 692 pacientes con AR tratados con IFX, ETA y ADA, se observo
que el alelo A en la poisicion -308 TNFA estaba asociado a una peor respuesta al
tratamiento con anti-TNFa 79,

Tabla 13. Meta-analisis sobre la asociacién del polimorfismo en la posicion -308 del gen
TNFA'y la respuesta al tratamiento con anti-TNFa.

Referencia N Tratamiento Duracion Criterios de Conclusién
pacientes/ (semanas) respuesta
estudios
Lee et al, 311/6 IFX/ETA 12-100 DAS28 TNF-308 (A) es un
2006 ACR marcador que pre-
dice peor respuesta
Rielly O et al , 692/9 IFX/ETA/ADA 12-30 DAS28 TNF-308 (A) es un
2009 ACR marcador que
predice peor
respuesta
Pavy et al, 2.579/12 IFX/ETA/ADA 12-52 DAS28 TNF-308 no es un
2010 marcador de
respuesta
Lee et al, 1.817/13 IFX/ETA/ADA 12-52 DAS28 TNF-308
2010 ACR no es marcador
de respuesta
TNF-238 A/G

predice una peor
respuesta al
tratamiento
con IFX

Posteriormente en el afio 2010 se publicaron dos nuevos meta-analisis, el primero
incluyd 12 estudios con 2.579 pacientes con AR vy tratamiento anti TNFa y el se-
gundo 13 estudios con un total de 1.817 pacientes. En ambos meta-analisis no
se encontré una asociacion estadisticamente significativa entre la respuesta a la
terapia con anti-TNFa y el genotipo del polimorfismo -308 TNFA (280281,
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En la actualidad se acepta que la evidencia mas convincente proviene de estos
dos ultimos meta-analisis, ya que incluyen mayores cohortes de pacientes con
AR con respecto a los meta-analisis publicados por Pavy et al @8y [ee et al ?8",
Teniendo en cuenta estos datos, actualmente no se considera al polimorfismo ubi-
cado en la posicion -308 del gen TNFA como un factor predictor de respuesta al
tratamiento con farmacos de accion anti-TNFa en pacientes con AR @71,

A pesar de toda esta evidencia, no podemos descartar que otros polimorfismos
del gen TNFA diferentes al ubicado en la posicion -308 puedan estar asociados
con la respuesta al tratamiento con anti-TNFa.

Existen otros polimorfismos en este gen como el situado en la posicién -857 C/T
0 en la posicion -238 A/G que demostraron estar asociados con la respuesta al
tratamiento con un farmaco de accion anti-TNFa (282:283),

En el estudio de Kang et al ?® también se analizd el polimorfismo -857 del gen
TNFA y se observo una asociacion con la respuesta en pacientes con AR tratados
con ETA. Estos autores concluyeron que los pacientes con AR con el genotipo
-857C/T del gen TNFA responden mejor al tratamiento con ETA que los homocigo-
tos para el alelo C. No obstante esta asociacion fue solo marginalmente significa-
tiva.

Miceli-Richard et al ?®), incluyeron 380 pacientes, un grupo de pacientes tratados
con ADA en combinacion con MTX y otro grupo de pacientes tratados con ADA
en monoterapia. El objetivo de este estudio era evaluar la respuesta ACR50 a la
semana 12 de iniciado el tratamiento. Se realiz6 el genotipado del gen HLA-DRB1
y de 3 polimorfismos ubicados en el gen TNFA (-238A/G, -308A/G y -857C/T). Ni el
numero de copias del epitope compartido en el gen HLA-DRB1 ni el genotipo de
los 3 polimorfismos del gen TNFA se asocid de forma significativa con la respuesta
ACR50 a la semana 12 de tratamiento. Sin embargo, la construccion de haploti-
pos reveld que el haplotipo GGC (-238G/-308G/-857C) en la forma homocigoética,
estaba presente en mas de la mitad de los pacientes, y se asociaba de forma
significativa con una menor respuesta ACR50 a las 12 semanas de tratamiento.
Este efecto se limitd al subgrupo de pacientes tratados de forma concomitante
con MTX.

Maxwell et al ?"" analizé el polimorfismo del gen TNFA en la posicién -238 A/G en
un estudio que incluyd 1.050 pacientes caucasicos tratados con IFX y con ETA.
En este estudio analizaron entre otros polimorfismos, el situado en la posicion -238
G/A y observaron que esta variacion estaba asociada a una peor respuesta en
pacientes tratados con IFX pero no en pacientes tratados con ETA.
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3.2.2.- Polimorfismos del gen HLA-DRBI

Debido al gran numero de genes localizados en la region HLA que influyen tanto
en el funcionamiento como en la regulacion del sistema inmune y a la existencia
del desequilibrio de ligamiento que tiene lugar en esta region son numerosos los
genes que pueden influir en la respuesta al tratamiento anti-TNFa en pacientes
con AR (@84,

En la tabla 15 se observan varios estudios que han investigado la influencia del
EC en la respuesta terapéutica, pero la mayoria no han podido identificar una
asociacion con la respuesta a la terapia con inhibidores del TNFa. En efecto, la
proporcion de pacientes portadores del EC fue similar en los respondedores y en
los no respondedores en pacientes con AR tratados con IFX 28280 Esta asocia-
cion tampoco se pudo demostrar en grupos de pacientes tratados con ETA 8 o
con ADA @83,

Sin embargo en un estudio que incluyé a 301 pacientes con AR de reciente
comienzo tratados con ETA se ha observado una asociacion significativa entre la
respuesta al tratamiento valorada a la semana 52 y la presencia de méas de una co-
pia del epitope compartido con respecto a los que presentaban solo una copia %9,

Tabla 14. Estudios que evaluan la asociacion de los polimorfismos en el gen HLA-DRB1
con la respuesta al tratamiento anti-TNFa

Referencia N Tratamiento Duracion Criterios de Conclusion
(semanas) respuesta
y remision

Criswell et al, 301 ETA 52 ACR Pacientes con
2004t 2 copias del EC
responden mejor
que los que tienen
1 copia o ninguna

Martinez et al, 78 IFX 12 ACR
2004+
Kang et al, 70 ETA 12 ACR La presencia del EC
2005t no estaba asociada
a la respuesta con
ninguno de los anti-
Marotte et al, 198 IFX 30 ACR TNFa estudiados
2008t
Miceli-Richard et al, 369 ADA 12 ACR
2008t

T Alelos del EC: HLA DR*0101,*0102,*0401,0404,*0405,*0408,*0413,*1001,*1402
I Alelos del EC: HLA DR*0101,*0102,*0401/9,*0404,*0405,*0408,*1001
EC: epitope compartido
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Con la evidencia que actualmente existe, se considera que el EC no es un mar-
cador genético robusto para predecir la respuesta a inhibidores del TNFa en pa-
cientes con AR. No obstante este marcador genético esta claramente relacionado
con la susceptibilidad a la AR y representa un ejemplo clasico de un biomarcador
prondéstico que esta estrechamente relacionado con la produccion de anticuerpos
anti-CCP (271,289,

3.2.3.- Otros polimorfismos genéticos

Por extension, los alelos que confieren el riesgo para desarrollar la AR pueden ser
utilizados para caracterizar pacientes en funcion de la respuesta a la terapia con
anti-TNFa. Basado en esta hipotesis se han publicado estudios que centran su
atencion en aquellos polimorfismos asociados con la susceptibilidad a desarrollar
la AR v su posible asociacion con la respuesta al tratamiento con anti-TNFa.

Cui et al @ publican un estudio que incluye 1.280 pacientes procedentes de
9 cohortes diferentes de pacientes con AR, donde estudiaron 31 SNPs validados
previamente como /loci de susceptibilidad de la AR. De estos SNPs estudiados
solo uno de ellos, el SNPs rs10919563 en el gen PTPRC (protein tyrosine phospha-
tase receptor type C) estaba relacionado de forma significativa con la respuesta al
tratamiento anti-TNFa valorada en una primera etapa con respecto al ADAS28 vy
en una segunda con la respuesta EULAR. Esta asociacion fue mas robusta entre
pacientes con anticuerpos anti-CCP positivo o FR positivo en compraciéon con los
pacientes seronegativos.

La asociacion entre el SNPs rs10919563 en el gen PTPRC y la respuesta se ha
podido replicar en el estudio de Plant et al @ donde se incluyeron 1.115 pa-
cientes procedentes de dos cohortes, la cohorte BSRBR (The British Society for
Rheumatology Biologics Register) y la cohorte BRAGGSS (Biologics in Rheumnatoid
Arthritis Genetics and Genomics Study Syndicate)).

El gen PTPRC asociado con la respuesta en estos dos estudios fue por prime-
ra vez descrito como un gen de susceptibilidad para la AR en un meta-analisis
publicado por Raychaudhuri et al ?®). El producto de este gen es un receptor
transmembrana expresado en la superficie celular de todas las células hema-
topoyéticas nucleadas. Actua como regulador esencial de la sefial del receptor
de las células T y células B y es un mediador de la secrecion del TNFa por los
monocitos 3. No obstante la importancia de este marcador en la AR aun se de-
sconoce.

En este estudio, al igual que en el estudio de Cui et al *9 se analizaron otros ge-
nes anteriormente validados como genes de susceptibilidad a desarrollar AR. En
ambos estudios solo el gen PTPRC demostrd una asociacion estadisticamente sig-
nificativa con la respuesta. Los demas loci como el PTPN22, HLADRB1, STAT4, CTLA4,
entre otros loci de riesgo asociados a la AR, no presentaron en estos dos estudios aso-
ciacion con la respuesta al tratamiento con anti-TNFa, tanto en el analisis en relacion al
ADAS28 como con la respuesta EULAR.
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Entre los estudios de genes candidatos que analizaron otros polimorfismos destaca
el estudio publicado por Potter el al ¥*? donde se analizaron las muestras de ADN
de 923 pacientes procedentes de la cohorte BRAGGSS para determinar si la va-
riacion genética dentro de los genes involucrados en la funcion del TLR (Toll Like
Receptor) y el sistema de sefalizacion NFkB (Nuclear Factor Kappa B), dos vias
reguladoras de la inflamacion y de la respuesta inmune, contribuyen a la variacion
observada en la respuesta al tratamiento con anti-TNFa en pacientes con AR. Fue-
ron seleccionados 24 genes candidatos que se genotiparon en una cohorte brita-
nica de 909 pacientes con AR, tratados con IFX, ETA y ADA. Se valoré el ADAS28
y la respuesta EULAR (respondedores buenos y moderados vs no respondedores)
a los 6 meses del inicio del tratamiento. El anélisis fue realizado por subgrupos de
tratamiento: ETA, IFX, IFX/ADA, y los tres farmacos combinados.

En este estudio se genotiparon y analizaron un total de 187 SNPs. De estos, 8
situados en 6 loci (CHUK, IKBKB, MyD88, NFKBIA, TLR-2, TLR-4) estaban asocia-
dos al ADAS28. Se observd ademas que de estos 6 loci, 4 (CHUK,IKBKB, MyD88,
TLR2)y otros 5 genes adicionales (IRAK3, NFkB-2, NFKBIB, PTGS2 y TLR-10/1/16)
demostraron una asociacion significativa en relacion al ADAS28 y/o la respuesta
EULAR. El hallazgo mas robusto proviene de la asociacion entre el SNP rs7744 si-
tuado en el gen MyD88y el SNP rs11591741 situado en el gen CHUK que demos-
traron una asociacion significativa tanto en el analisis con el ADAS28 como con
la respuesta EULAR. Aunqgue este estudio utiliza un punto de corte poco robusto
para definir la significancion estadistica, sus resultados no carecen de importancia
y requieren validacion en otras cohortes independientes.

Hassan et al %), estudiaron un polimorfismo (rs8192284) en el gen que codifica
el receptor soluble de la IL-6 (s/L6-R) que previamente se habia asociado con las
elevadas concentraciones de este receptor en poblacién japonesa y caucasica
con AR. En este estudio se incluyeron 1.050 pacientes, 455 tratados con ETA, 450
con IFX'y 142 tratados con ADA. Se evalu¢ la asociacion de este plomorfismo en
relacion con el ADAS28 después de 6 meses de tratamiento. Sin embargo, la hipoé-
tesis de una posible asociacion entre este SNP y la respuesta al tratamiento con
anti-TNFa no ha podido ser demostrada en este estudio.

En la siguiente tabla se observan los estudios de polimorfismos en genes candida-
tos analizados en relacion a la respuesta con anti-TNFa.
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Tabla 15. Estudios que evaluan la asociacion de determinados polimorfismos en loci can-
didatos asociados con la respuesta al tratamiento anti-TNFa

Referencia N Tratamiento | Duracién | Criterios Conclusiones
(semanas) de sobre el
respuesta -308 TNFA
Cui et al, 1.283 IFX/ETA/ADA 12-48 EULAR El SNP rs10919563
2010 ADAS28 (PTPRC)

esta asociado con una
mejor respuesta

Hassan et al, 1.050 IFX/ETA/ADA 24 EULAR El SNP rs8192284
2010 ADAS?28 (sIL-6R) no estd asocia-
do con la respuesta

Potter et al, 909 IFX/ETA/ADA 24 EULAR Los SNPs
2011 ADAS28 rs11591741( CHUK),
rs3136645 y rs9403,

(NFKBIB), rs2206593
(PTGS?2), rs2289318
(TLR2) estan asociados a
una peor respuesta

Los SNPs rs7744
(MYD88), rs11541076
(IKBKB), rs11541076
(IRAK-3), rs11096957
(TLR-10/1/6) estan
asociados a una mejor

respuesta
Plant et al, 1.115 IFX/ETA/ADA 6 EULAR El SNP rs10919563
2012 ADAS?28 (PTPRC)

esta asociado con una
mejor respuesta
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4.- Biomarcadores genéticos identificados mediante
estudios de asociacion de genoma completo.

4.1.- Estudios de asociacién de genoma completo

Los estudios de asociacion genética tienen por objetivo identificar los genes re-
lacionados con las enfermedades realizando una comparacion entre la variacion
genética de un grupo de individuos que padecen una determinada enfermedad y
un grupo control. Para llevar a cabo este objetivo existen dos tipos de estudio: los
estudios que utilizan la estrategia del gen candidato y los estudios de asociacion
de genoma completo. En el primer tipo de estudio se analiza la variacion genética
en un gen cuya funcionalidad ha sido asociada a la fisiopatologia de la enferme-
dad a estudio. En el segundo tipo de estudio no partimos del conocimiento a priori
sino que se criba todo el genoma utilizando un gran numero de marcadores. Por lo
tanto son estudios que se caracterizan por no tener una hipotesis previa, sino que
son estudios generadores de hipodtesis, lo que constituye una ventaja de este tipo
de estudios ?%42%) Para este tipo de estrategia se deberian analizar tedricamente
unos 10 millones de SNPs (i.e. aproximadamente el contenido total del genoma),
lo que seria muy costoso, por lo que estos estudios hacen uso de diversas estra-
tegias.

Una de las principales estrategias de los estudio GWAS es el uso del desequilibrio
de ligamento (DL) dentro del genoma. EI DL es la asociacion no aleatoria de alelos
en el genoma y se presenta entre marcadores que estan proximos en un mismo
cromosoma. Por ejemplo, cuando dos marcadores estan muy proximos la correla-
cion entre sus alelos puede ser tan alta que tan sélo analizando uno de éstos es
suficiente para capturar la posible asociacion con la enfermedad. Esta asociacion
entre alelos de diferentes /oci se puede determinar mediante diferentes estadisti-
COos aunque el mas comun es el coeficiente de correlacion r?, que sirve como una
medida de concordancia (2%5:2%),

El proyecto internacional HapMap (www.hapmap.org) fue disefiado con el objetivo
de identificar estos grupos de SNPs altamente correlacionados a través de todo
el genoma. Para este objetivo se utilizaron tres étnias altamente diferenciadas an-
cestralmente: Caucasicos Europeos (90 individuos relacionados de Utah descen-
dientes de Europeos (CEU)), poblacion Africana (90 individuos Yoruba relaciona-
dos precedentes de /badan, Nigeria (YRI)), poblacion Asiatica (45 individuos de
distintas familias procedentes de Tokio (JPT)) y 45 individuos no relacionados
procedentes de Beijing (CHB) 2%,

Mediante el estudio de estas tres poblaciones muy alejadas ancestralmente el
proyecto internacional HapMap ha podido describir los patrones de desequilibrio
de ligamiento en humanos. A partir de estos patrones se pueden seleccionar SNPs
altamente informativos o “tag” SNPs. De esta forma, con una seleccion adecuada
de tag-SNPs se puede obtener con 500.000 SNPs una informacion muy similar
a la que se obtendria si genotiparamos la totalidad de los 10 millones de SNPs.
Esta estrategia ha permitido reducir enormemente los costos de genotipado y ha
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permitido el desarrollo de los estudios GWAS %0,

En el afio 2006, con el proyecto de la secuenciacion del genoma humano practica-
mente completo, el proyecto HapMap habia construido una extensa base de datos
de la variacion dentro de los genomas de poblaciones de Europa, Asia y Africa.
Este proyecto junto con el desarrollo tecnologico de una variedad de chip para
el genotipado y la existencia de registros de poblaciones con diagnésticos mejor
caracterizados han convertido a los estudios GWAS en herramientas poderosas y
accesibles para el estudio de las enfermedades complejas 2% 297),

Existen aproximadamente mas de 2.000 /oci robustamnete asociados con una o
mas enfermedades. La mayoria de los /oci han sido identificados en los ultimos 5
afios. Los estudios GWAS han sido un verdadero éxito en la identificacion de los
nuevos /ociy nuevas vias que contribuyen al desarrollo de las enfermedades auto-
inmunes. En la actualidad, se han descrito aproximadamente 44 loci identificados
en la colitis ulcerosa, 71 en la enfermedad de Crohn, 30 en la AR, 31 en el LES,
52 en la esclerosis multiple, 40 en la diabetes mellitus tipo 1y 13 en la espondilitis
anquilosante (29729,

Estos estudios también han permitido identificar elementos genéticos comunes de
predisposicion a las enfermedades autoinmunes, como la existencia de regiones
cromosomicas asociadas a numerosas enfermedades autoimunes con patrones
de expresion génica similares en varias de ellas ?%). Stahl et al ?® realizaron un
meta-analisis que incluyd datos de 4 estudios de GWA de 5.539 pacientes con AR
y 20.169 controles de origen europeo. En este estudio se seleccionaron 34 SNPs
asociados con el riesgo de desarrrolar AR que se replicaron en una nueva cohorte
de 6.768 pacientes con AR seropositivas y 8.806 controles. De estos 34 SNPs,
18 estaban en desequilibrio de ligamento (definido como r2 > 0.3) con alelos de
riesgo de desarrollar autoinmunidad (LES, enfermedad celiaca, enfermedad de
Chron, esclerosis multiple, psoriasis y diabetes tipo 1) validados anteriormente.
Posterior a la replicacion 5 SNPs fueron validados como alelos de riesgo en AR
(P=<5E-8), 6 SNPs presentaron una asociacion moderada y 6 SNPs no demostra-
ron asociacion con la AR. En el siguiente figura se observan los SNPs asociados
con el riesgo de desarrollar AR identificados en este estudio y que al mismo tiem-
po han sido asociados con el riesgo de desarrollar otras enfermedades autoinmu-
nes en estudios previos.
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Figura 2. SNPs asociados con la susceptibilidad de desarrollar AR y otras enfermedades
autoinmunes
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EM: esclerosis multiple, DM1: diabetes mellitus tipo 1, Ps: psoriasis, EC: enfermedad de Chron, Ece: enferme-
dad celiaca, LES: lupus eritematoso sistémico. Figura modificada del articulo de Stahl et al (2010).

La identificacion de numerosos /oci que predisponen a distintas enfermedades a
través de los estudios de GWAS ha aumentado en los ultimos afios. Una revision
de mas de 30 estudios genéticos realizada por Zhernakova et al ®® ha puesto de
manifiesto que existen factores genéticos compartidos entre enfermedades auto-
inmunes lo que sugiere posibles procesos comunes etioldgicos.

En algunos casos, el mismo alelo predispone a desarrollar una enfermedades au-
toinmune y es protector en otras. Un buen ejemplo de esto seria la region del gen
IL2RA donde existe heterogeneidad alélica en la esclerosis multiple y la diabetes
de tipo 1. EI SNPs rs11594656 (A) estéa asociado a la susceptibilidad de desarrollar
esclerosis multiple y al mismo tiempo es protector en la diabetes tipo 1@,

Otros estudios han demostrado asociacion de algunos /ocide riesgo de susceptibilidad
a desarrollar AR en otras IMIDs (Immune-Mediated Inflammatory Disseases) como el
lupus eritematosos sistémico %239 esclerosis sistémicas ¢4 Sindrome de Sjégren %),
enfermedad de Chron©®, colitis ulcerosa ", enfermedad celiaca®®, artritis psoriasi-
ca®® diabetes mellitus tipo 1 ©'9, espondilitis anquilosante ¢, artritis idiopatica juvenil
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92 enfermedades autoinmunes que afectan a la glandula tiroides % entre otras tal y
como se observa en la tabla 16.

Tabla 16. Loci de riesgo en la AR asociados a otras enfermedades autoinmunes

IMID Locus

PTPN22 STAT4 CTLA4 HLA TNFAIP3 | TRAF1/C5 | IL2RA CD40

EA

EC

ECe

EG

TH

Al]

APs

LES

5]

ES

DM1

CU

EA: espondilitis anquilosante, EC: enfermedad de Chron, ECe: enfermedad celiaca, EG: enfermedad de Gra-
ves, TH: tiroiditis de Hashimoto, AlJ: artritis idiopatica juvenil, APs: artritis psoriasica, LES: lupus eritematoso
sistémico, SJ: Sindrome de Sjogren, ES: esclerosis sistémica, DM1: diabetes mellitus tipo 1, CU: colitis ulcero-
sa. Tabla modificada del articulo de Orozco et al (2011).
Los loci identificados en estudios de GWAS representan objetivos potenciales
para el desarrollo de nuevos farmacos (i.e. polimorfismos en el gen CTLA4) y for-
man parte de vias patogénicas importantes en el desarrollo de la AR (i.e. genes de
la via de sefializacion de NFkB) (296:297.292) En un periodo de menos de 5 afios los
estudios GWA han permitido nuevos descubrimientos sobre genes y vias implica-
das en las enfermedades complejas, asi como informacion para el desarrollo de
nuevos tratamientos para enfermedades como la AR.

4.2.-Estudios de asociacion de genoma completo en la Artritis Reumatoide

En el aflo 2005 Josefhine Hoh y colaboradores realizaron el primer estudio de
asociacion del genoma completo que identificaba una variante de susceptibilidad
asociada a una enfermedad determinada ©'?. Usando la plataforma de Affymetrix
100K identificaron un polimorfismo ubicado en el gen del factor H del complemen-
to que estaba asociado con la degeneracion macular aguda. Esta fue la primera
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prueba de que los estudios de genoma completo podrian ser utilizados para iden-
tificar variaciones genéticas relevantes asociadas a enfermedades complejas.

En el afio 2007, el WTCCC (Wellcome Trust Case Control Consortium) publicé los
resultados del estudio de asociacion de genoma completo mas importante realiz-
ado hasta entonces para la identificacion de genes de susceptibilidad en distintas
enfermedades complejas. En este estudio se identificaron diferentes polimorfis-
mos de susceptibilidad en pacientes con 7 enfermedades complejas distintas. El
estudio incluyd 3.000 controles y 2.000 pacientes en cada grupo de las distintas
enfermedades, una de las cuales era la AR®'®. Para este estudio se utilizé la pla-
taforma Affymetrix 100 k GeneChip microarray. En relacion a la AR se observo
una asociacion (P<5E-8) entre los polimorfismos rs615672 en el gen HLA-DRB1
(P=7,5E-27, OR=No Reportado) y el rs6679677 del gen PTPN2 (protein tyrosine
phosphatase, Non-receptor type 22) (P=5,6E-25, OR=1,98). La asociacion entre
los genes HLADRB1y PTPN22Yy el riesgo de desarrollar la AR explican alrededor
del 50% de la agregacion familiar de la AR. En este estudio también se observo
una asociacion de moderada magnitud con otros 50 loci (P<5E-4 -5E-7). Entre
estos marcadores, los SNPs localizados en el gen TNFAIP3 (tumor necrosis factor,
alpha-induced protein 3), PRKCQ (protein kinase c, theta), KIF5A (kinesin family
member 5A), IL2RB (interleukin 2 receptor, beta) y AFF3 (AF4/FMR2 family, mem-
ber 3) han sido confirmados en otras cohortes independientes ©19),

Desde el estudio realizado por el WTCCC se han utilizado varias estrategias para
identificar loci de riesgo en la AR. Estas estrategias incluyen evidentemente, otros
estudios de GWAS, meta-anélisis y nuevos estudios de gen candidatos.

El primer GWAS en pacientes con AR realizado en los USA y publicado por
Plengue et al @™, incluyé 397 pacientes y 1.211 controles. En este estudio se
observd que el alelo menor del SNP rs10499194 era un factor protector para la
AR. Este SNP esta ubicado a 150 kb del gen TNFAIP3y OLIG3 (oligodendrocyte
transcription factor 3). En contraste con estos resultados, el alelo menor del SNPs
rs6920220 ubicado en la misma region, fue identificado en el estudio de WTCCC
como un factor de riesgo a desarrollar AR. Esta discrepancia entre estos marca-
dores en el gen TNFAIP3 ilustran la complejidad de este loci que es considerado
como el tercer loci mas robustamente asociado a la AR después del HLA-DRB1y
el PTPN22.

El segundo GWAS en pacientes con AR, también publicado por Plenge et al ¢1®
incluia 1.522 pacientes con AR y 1.850 sujetos control. En este estudio observa-
ron que el SNP rs3761847 situado en la region intergénica, proxima a dos genes
TRAF1 (encoding tumor necrosis factor receptor-associated factor 1)y C5 (en-
coding complement component 5) estaba asociado con el aumento del riesgo
de desarrollar AR en pacientes con anticuerpos anti-CCP positivos. El riesgo de
desarrollar AR aumenta un 30% en pacientes heterocigotos y un 87% en los pa-
cientes homocigotos para este polimorfismo.
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En el afio 2008 el grupo de Marsal y colaboradores ' publicé los resultados del
tercer GWAS y el primero en Espafa para determinar genes de susceptibilidad en
la AR. En este estudio se incluy6 una cohorte de 400 pacientes con AR de origen
espafiol y 400 sujetos hipernormales. A partir de esta estrategia se pudo iden-
tificar una nueva asociacion significativa (P=6,53E-06), entre el alelo A del SNP
rs1324913 situado en el gen KLF12 (krueppel-like factor 12)y la AR. En este estu-
dio el alelo A fue un factor de protecciéon para desarrollar la AR. Estos resultados
fueron replicados por este grupo en una cohorte independiente de 410 pacientes
con ARy 394 sujetos control, confirmando esta asociacion (P=0,01, OR=0,73). No
obstante meses después el grupo de A. Barton realizé un estudio de replicacion en
una cohorte britanica de 3.962 pacientes con AR, no observando asociacion entre
dicho geny la AR®". Recientemente Garcia-Bermudez et al ¢™® realizaron un estudio
de replicacion de este locus que incluyd una cohorte espafola de 1.360 pacientes
con ARy una danesa de 1.018 pacientes. En este estudio tampoco se observé una
asociacion entre este locusy la susceptibilidad de desarrollar AR. No obstante consi-
derando la importancia de este gen en la patogenia de otras patologias autoinmunes,
las diferencias entre las poblacionales y la variacion fenotipica de los pacientes
incluidos en los tres estudios, no se puede descartar una posible asociacion de
este locus con la AR.

Por su parte, Remmers et al ®'® realizaron el anélisis de diferentes SNPs localizados
en una region del cromososma 2 que contiene aproximadamente 13 genes candi-
datos previamente identificados como asociados tanto a la AR como al lupus eri-
tematoso sistémico (LES). En este estudio se incluyé a mas de 1.620 pacientes
con diagnostico de AR y 2.635 controles y se observd que el alelo menor del SNP
rs7574865 del gen STAT4 (signal transducer and activator of transcription 4) es-
taba asociado con la susceptibilidad de desarrollar AR y LES. Los pacientes ho-
mocigotos para el alelo de riesgo en comparacion con la ausencia de dicho alelo
tenian mas del doble de riesgo de desarrollar LES y un 60% mas de riesgo para
desarrollar AR.

Posteriormente Raychaudhuri et al 29, publican un meta-analisis que incluy 3.393
casos de ARy 12.462 controles procendentes del estudio de GWAS del WTCCC
y de otras dos cohortes: EIRA (Epidemiological Inventigation of Rheumatoid Arth-
ritis) y NARAC (North American Rheumatoid Arthritis Consortium). Como resultado
del meta-andlisis se seleccionaron 31 SNPs previamente no asociados con el ries-
go de desarrollar AR. Estos SNPs fueron replicados en una cohorte independiente
de 3.929 pacientes con AR con anticuerpos anti-CCP positivo y en 5.807 contro-
les. En este meta-analisis se observd que el SNP rs4810485 situado en el locus
CD40 (CD40 molecule, TNF receptor superfamily member 5)y el SNP rs2812378
situado en el locus CCL21 (Chemokine (C-C motif) ligand 21) presentaron una aso-
ciacion de forma significativa. Adicionalmente se identificé una evidente asocia-
cioén con SNPs de 4 genes adicionales, no asociados anteriormente con la AR,
el SNP rs3890745 en el gen MMEL1 (membrane metallo-endopeptidase-like 1),
el SNP rs42041 situado en el gen CDK6 (cyclin-dependent kinase 6), el SNP
rs4750316 en el gen PRKCQ (protein kinase C) y el SNP rs1678542 situado en
el gen KIF5A (kinesin family member 5A) no asociados anteriormente con la AR.
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Al afio siguiente Raychaudhuri et al ®®" publican otro metanalisis en el que se in-
cluyeron 370 SNPs de 179 loci diferentes que presentaron en el meta-analisis an-
terior una significacion de P<0,001. Se excluyeron los /loci validados previamente
y se utilizé un programa denomindo GRAIL (Gene Relationship Across Implicated
Loci), para estudiar los 179 loci segun su asociacion funcional con la AR. Los
SNPs con significancia seleccionados con esta metodologia fueron nuevamente
replicados en una cohorte independiente de 7.957 casos y 11.958 controles En
el estudio de replicacion se observé una fuerte asociacion (P<5E-8) con los SNPs
rs1980422 (CD28 (CD28 molecule)), rs548234 (PRDM1 (PR domain containing 1,
with ZNF doMain)) y rs11586238 (CD2/CD58) con la AR y una posible asociacion
(P>5E-8 y <5E-5) con los SNPs rs394581 del gen TAGAP (T-cell activation Rho
GTPase-activating protein), rs10919563 del gen PTPRC, rs540386 del genTRAF6
(TNF receptor-associated factor 6, E3 ubiquitin protein ligase) y rs12746613 del
gen FCGR2A (FC fragment of IgG, low affinity Ila, receptor).

Stahl et al % realizan un meta-anélisis que incluyé 5.539 pacientes con AR con
anticuerpos positivos y 20.169 controles de ascendencia europea, seguidos por
una replicacion independiente en una muestra de 6.768 casos de AR y 8.806 con-
troles. Una vez excluidos los SNPs asociados previamente, se seleccionaron 11
SNPs con un valor de P<10E-6, 9 SNPs con P<10E-4 que habian sido relacionados
funcionalmente con la ARy 14 SNPs con p<0,01 asociados previamente con otras
enfermedades autoinmunes. De los 34 SNPs seleccionados para el estudio de re-
plicacion, se identificaron 7 nuevos alelos de riesgo de desarrollar AR con una si-
gnificancia de P<5E-8. Los SNPs asociados con el riesgo de desarrollar AR estan
cercanos a genes con una conocida funcién en el sistema inmunitario, incluyendo
los genes: IL6ST (interleukin 6 signal transducer), SPREDZ2 (sprouty-related, EVH1
domain containing 2) ,RBPJ (recombination signal binding protein for immunoglo-
bulin kappa J region), CCR6 (chemokine (C-C motif) receptor 6), IRF5 (interferon
regulatory factor 5) y PXK (PX domain containing serine/threonine kinase).

Gregersen el al ¢, llevaron a cabo un estudio de GWAS que incluy6 a 2.418 pa-
cientes y 4.504 controles. En este estudio se identificd una asociacion entre el SNP
rs13017599 en el gen REL (v-REL reticuloendotheliosis viral oncogene homolog)
con el riesgo de desarrollar AR. Posteriormente este gen fue replicado en una cohorte
de 2.604 casos y 2.882 controles confirmando dicha asociacion. En el estudio de Gre-
gersen et al, ademas se confirma la asociacion con el SNP rs231735 del gen CTLA4
(cytotoxic T-lymphocyte antigen 4 ) y del SNP rs2736340 del gen BLK (B lymphoid
tyrosine kinase).

En el afio 2010 el grupo de Paul Emery realizé un estudio de replicacion de 5 ge-
nes de susceptibilidad de desarrollar AR identificados en el estudio del WTCCC
(HLA-DRB1, PTPN22, OLIG3/TNFAIP3 , STAT4y TRAF1/C5 ). Este estudio incluyd
a 1.046 pacientes con AR y 5.968 controles procedentes del registro YEAR (The
Yorkshire Earky Arthritis Register). En este estudio se confirmé la asociacion con
los loci PTPN22 (rs2476601), OLIG3/TNFAIP3 (rs6920220), STAT4 (rs7574865) y
TRAF1/C5 (rs10760130) y el riesgo de desarrollar AR sobre todo en pacientes con
anticuerpos positivos (FR y/o anti-CCP positivos) ¢2%),
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Actualmente existen aproximadamente 35 Joci identificados que confieren riesgo

a desarrollar la AR. No obstante el efecto observado habitualmente es modera-

do, con OR tipicamente entre 1,1y 1,8. Ademas la mayor parte de estos genes
identificados no son exclusivos de la AR sino que tal y como lo hemos comentado

anteriormente pueden estar asociados a mas de una enfermedad autoinmune @',

A continuacion se resumen en la tabla 17 los estudios de GWAS vy los estudios de
replicacion de loci de susceptibilidad identificados mediante los estudios de aso-

ciacion de genoma completo.

Tabla 17. Principales estudios que identifican /oci de susceptibilidad en pacientes con AR

Tipo
Referencia N e rdic Gen SNP P OR
WTCCC, 2007 1.860 GWAS HLA-DRB1 rs9270986 8,0E-27 ND
PTPN22 r$6679677 6,0E-25 1,98
Plenge et al, 2007 397 GWAS OLIG3 rs10499194 1,0E-09 1,33
TNFAIP3
Plenge et al, 2007 | 1522 GWAS TRAFI-C5 13761847 4,0E-14 1,32
Remmers et al, 2007 | 1.620 Replicacion STAT4 157574865 2,81E-07 1,32
L OLIG3 1r$6920220 1,1E-08 1,23
Thomson et al, 2007 | 5.063 Replicacion TNFAIP3
Julia et al, 2008 400 GWAS KLF12 rs1324913 6,53E-06 0,58
cCL21, rs2812378 6,9E-5 1,13
Raychaudhuri et al, 3.393 Meta-analisis
2008 CD40 rs4810485 2,4E-07 0,83
MMEL1- TNFRSF14 rs3890745 4,3E-06 0,86
CDK6 rs42041 5,5E-05 1,15
PRKCQ rs4750316 9,9E-05 0,86
KIF5A-PIP4K2C rs1678542 5,4E-06 0,87
. . CD2/CD58 rs11586238 2,0E-04 1,14
Raychaudhuri et al, 3.393 Meta-analisis
2009 CcD28 rs1980422 4,2E-05 1,16
FCGR2A rs12746613 9,1E-04 1,16
PRDM1 rs548234 3,4E-04 1,12
PTPRC rs10919563 3,8E-04 0,84
TAGAP rs$394581 5,6E-04 0,89
TRAF6/RAG1 rs540386 6,1E-04 0,86
IL6ST rs6859219 2,5E-09 0,78
tahl et al, . -analisi
Stanl et a 5539 Meta-analisis SPRED2 rs934734 3,2E-07 1,13
2010
C50rf30 1526232 4,3E-07 0,88
PXK rs13315591 3,7E-07 1,29
RBPJ rs874040 1,9E-07 1,14
CCR6 rs3093023 3,3E-07 113
IRF5 rs10488631 2,8E-06 1,19
Gregersen et al, 2.418 GWAS BLK 12736340 6,06E-07 1,23
2010 CTLA4 15231735 8,24E-05 0,86
REL rs13031237 6,01E-10 1,26
L PTPN22 rs2476601 1,0E-04 15
Morgan et al, 1.046 Replicacion
2010 OLIG3/TNFAIP3 156920220 9,0E-04 1,2
STAT4 1s7574865 4,8E-02 1,2
TRAF1/C5 rs10760130 3,5E-02 1,1
HLA-DRB1*01 1 copia del EC 1,0E-04 2,1

ND: no disponible
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4.3. Estudios de asociacion de genoma completo y la respuesta al tratamiento
con anti-TNFa

En la actiualidad existen tres estudios GWAS publicados que analizan la asocia-
cion entre polimorfismos genéticos y la respuesta al tratamiento con farmacos de
accion anti-TNFa. El primero publicado por Liu et al en el afio 2008 que incluyo
89 pacientes con AR procedentes de la cohorte ABCoN (Autoinmune Biomarkers
Collaborative Network), el segundo publicado por Plant et al en el afio 2010 que
incluyd 566 pacientes con AR procedentes de la cohorte BSRBR vy el tercero publi-
cado por Krintel et al que incluy6 196 pacientes procedentes del resgistro DANBIO
(A Nationwide registry of BIOlogical therapies in Denmark) ) que comentaremos a
continuacion con detalle.

GWAS publicado por Liu et al

Con el objetivo de identificar biomarcadores que influyen en la respuesta a la tera-
pia anti-TNFa, la ABCoN formd una cohorte de pacientes con AR que habian iniciado
tratamiento con farmacos anti-TNFa. Liu et al ®> utilizaron 89 pacientes de esta
cohorte para realizar un primer estudio de asociacion de genoma completo con el
fin de identificar variaciones genéticas comunes que podrian ser responsables de
la diferencia en la respuesta al tratamiento con IFX, ETA y ADA.

Las caracteristicas de la cohorte estudiada se describen a continuacion. El valor
de la media de la edad y del tiempo de duracion de la AR de los pacientes al prin-
cipio del tratamiento fue 47+ 15 afios y 8 + 9 afios respectivamente, 75 % de los
pacientes eran de género femenino y 15% de los pacientes eran fumadores acti-
vos. Entre las variables seroldgicas y clinicas, el 61,9% de los pacientes tenia los
anticuerpos anti-CCP positivos y el 83,7% de los pacientes tenia el FR positivo. La
media del valor del DAS28 a la semana basal fue de 5,2 + 0,80. El tratamiento de
eleccion en estos pacientes, fue con mayor frecuencia el ETA, seguido por el IFX
y el ADA. De los 89 pacientes, 7 fueron tratados previamente con otros anti-TNFa.

Este estudio se llevd a cabo en dos etapas. En la primera etapa se realizo el ana-
lisis de todos los SNPs genotipados con la plataforma /llumina mediante el chip
Illumina HAP300 y se analizé su asociacion en relacion con el re[DAS28 entre
la semana basal y la semana 14 del inicio del tratamiento. En esta fase se se-
leccionaron, aquellos SNPs con un valor de P corregida >5E-02 y aquellos SNPs
con una significancia intermedia (P corregida >5E-02 y <1E-01) en relacion al
re[DAS28. Con esta estrategia se identificaron 16 SNPs potencialmente asociados
con el re[DAS28 a las 14 semanas de tratamiento.

En la segunda etapa se realiz6 un analisis de regresion logistica y estos SNPs
seleccionados previamente se analizaron en relacion a la respuesta EULAR. Los
pacientes se clasificaron en buenos respondedores y no respondedores.

En la siguiente tabla se presentan los resultados obtenidos en las dos etapas de
este estudio.
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Tabla 18. Loci candidatos obtenidos en el estudio de Liu et al

SNP Cr Genes ri;aAé(;lg (%eA) P/RelDAS28? | P/RelDAS28" | P/EULAR: | OR? (IC 95%)
rs983332 1 LMO4 A (0,21) 5,00E-06 8,00E-03 7,00E-05 | 10,2 (2,6-59,2)
rs928655 1 GBP6 A (0,77) 3,00E-05 7,00E-02 9,00E-04 | 5,5(1,8-20,2)

rs13393173 2 LASS6 A (0,12) 4,00E-06 2,00E-02 4,00E-03 | 6,8 (1,7-40,3)
rs437943 4 CENTDI G (0,33) 4,00E-06 1,00E-01 7,00E-04 | 4,6(1,8-12,3)
rs10945919 6 QK1 G (0,32) 3,00E-07 4,00E-03 7,00E-04 | 4,6(1,8-12,3)
rs854555 7 PON1 A (0,34) 2,00E-06 3,00E-02 6,00E-04 | 4,6(1,8-12,3)
rs854548 7 PONI A (0,27) 3,00E-06 6,00E-02 4,00E-05 | 8,5(2,6-36,5)
rs854547 7 PONI G (0,63) 6,00E-05 1,00E-01 3,00E-03 3,6 (1,5-9,3)
rs7046653 9 IFNK A (0,26) 5,00E-07 1,00E-02 4,00E-04 | 4,9(1,8-14,0)
rs868856 9 | MOBKL2B | T (0,26) 5,00E-07 1,00E-02 5,00E-04 | 4,9 (1,8-14,0)
rs774359 9 C9orf72 C(0,22) 6,00E-07 1,00E-02 5,00E-04 | 5,4 (1,9-17,3)
rs2814707 9 | MOBKL2B | A (0,22) 2,00E-06 4,00E-02 6,00E-04 | 5,2(2,8-16,7)
rs3849942 9 C9orf72 A (0,21) 5,00E-06 7,00E-02 1,00E-03 | 5,0(1,7-15,8)
rs6028945 20 MAFB T (0,12) 2,00E-07 3,00E-03 4,00E-04 |11,2(2,3-108,1)
rs6138150 20 CST5 T (0,84) 3,00E-06 5,00E-02 2,00E-04 | 11,1(2,5-103,3)
rs6071980 20 MAFB C(0,13) 3,00E-06 5,00E-02 9,00E-04 | 7,6 (1,9-44,6)

aP obtenida del andlisis del RelDAS28 como variable continua, PP ajustada por el test de permutacion,
°P no ajustada, OR, No respondedor, FA: Frecuencia Alélica

De los 16 SNPs asociados con la respuesta al tratamiento, 4 estan situados dentro
de genes (GBP6, LASS6, PON1, MOBKL2B), 1 SNP esta situado en el extremo no
traducido 3 UTR del gen C9orf72y 11 en las regiones intergénicas, proximos a
9 genes (LMO4, CENTD1, QK1, PON1, IFNK, MOBKL2B, C9orf72, MAFB, CST5).
Entre los 11 Joci identificados tres /ocitienen una funcidn establecida en el sistema
inmune. Uno de ellos es el gen MAFB (v-mav musculoaponeurotic fibrosarcoma
oncogen homolog B) situado en el cromosoma 20. Este gen tiene un papel clave
en la monopoiesis y en la diferenciacion de las células monociticas y dendriticas.
El otro gen identificado es el gen PON1 (paroxinase1) localizado en la region del
cromosoma 9 que regula la produccion del IFNk (interferon kappa), que es una
citoquina importante en la cascada inflamatoria ©?4. El tercer SNPs, situado en el
locus IFNK es el candidato méas convincente por su marcada implicacion en la infla-
macion.

En este estudio se llevé a cabo ademas la replicacion de los cuatro SNPs que ante-
riormente habian sido asociados con la respuesta al anti-TNFa: rs1800896 en el gen
IL10, rs419598 en IL1RN (interleukin1 receptor antagonist), rs1041981 en LTA (lym-
photoxin alpha), y rs4149570 en TNFRSF1A (tumor necrosis factor receptor superfa-
mily, member 1A) objetivando solo una asociacion significativa con el polimorfismo
de la IL-10 (P=1,83E-02) 24,
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GWAS publicado por Plant el al

En el afio 2010 se publicd otro estudio de GWAS por el grupo de Plant et al ¢2%),
Este estudio incluy6 pacientes de la cohorte del registro BSRBR de origen cauca-
sico. Para el estudio de GWAS se incluyeron 566 pacientes tratados principalmen-
te con IFX, y en menor porcentaje pacientes tratados por ETA y ADA. Los pacien-
tes eran de predominio de género femenino con un valor de la media de la edad
y de los anos de evolucion de la enfermedad al inicio del tratamiento de 58 +11
afios y 14 +10 aflos respectivamente. El 17% de los pacientes eran fumadores y
el valor de la media del DAS28 a la semana basal era 6,7 +0,9. En este estudio se
consider¢ estadisticamente significativo un valor de P <10 E-03.

Este estudio fue realizado en tres etapas. En la primera etapa o etapa de descu-
brimiento se utilizaron datos de 566 pacientes con AR tratados con anti-TNFa. El
genotipado fue realizado utilizando la plataforma Affymetrix GeneChip 500K Map-
ping Array. En esta etapa se realizd un anélisis de asociacion cuantitativo entre
todos los SNPs y el ADAS28 a los 6 meses de iniciado el tratamiento. Se identifica-
ron 183 SNPs asociados a la respuesta con un valor de P<0,05. Estos SNPs fueron
seleccionados e incluidos en la segunda etapa que consistio en la replicacion de
estos SNPs en una cohorte independiente de 410 pacientes con AR. En esta se-
gunda etapa 12 SNPs fueron excluidos por defectos en el genotipado. Los SNPs
de la etapa de descubrimiento y los de la 2° etapa de validacion fueron incluidos
en un meta-analisis. De este meta-analisis 10 SNPs presentaban una asociacion
estadisticamente significativa con el ADAS28.

En la tercera etapa, los 10 SNPs que resultaron asociados con el ADAS28 fueron
replicados en una nueva cohorte independiente de 341 pacientes con AR tratados
con anti-TNFa. Los SNPs resultantes de las tres etapas (1° etapa de descubri-
miento, 2° etapa de replicacion y 1° meta-analisis y 3° etapa de replicacion) fueron
incluidos en un segundo meta-analisis. Tras este meta-analisis 7 nuevos /oci no
identificados previamente en otros estudios presentaron una asociacion con el
ADAS28 estadisticamente significativa ©¢2%),

En la tabla 19 se presentan los resultados obtenidos en las tres etapas de este
estudio.

De los 7 SNPs seleccionados, dos estan situados en /oci con una posible relacion
funcional con la AR. EI SNPrs1532269 que esta ubicado en el gen PDZD2 (PDZ
Domain containing 2) a su vez localizado en el cromosoma 5, esta relacionado
con la secrecion de la insulina en modelos animales y puede proporcionar una
base genética para explicar la relacion entre la secrecion de insulina y la actividad
inflamatoria de la AR. El segundo SNP es el rs17301249 situado en el gen EYA4
(EYes Absent homolog 4). Este gen esté localizado en el cromosoma 6923.2 y esta
relacionado con la expresion del IFNB (/nterFeroN Beta) y la quimioquina CXCL10
(C-X-C motif chemokine 10) 29,
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Tabla 19. Loci candidatos obtenidos en el estudio de Plant et al

P/1° P/2° P/3°
SNP Cr Genes Etapa® | Etapa® | P/1° MT< | Etapa! P/2°MTe| CFt
rs12081765 1 LMXIA 7,52E-04 | 6,17E-02 | 1,47E-04 | 7,12E-01 | 7,39E-04 0,18
rs1532269 5 PDZD2 7,11E-04 | 7,85E-02 | 1,85E-04 | 7,01E-01 | 7,37E-04 0,20
rs17301249 6 EYA4 3,37E-04 | 4,51E-02 | 5,17E-05 | 2,61E-01 | 5,67E-05 | -0,27

rs7305646 12 | LOC387845 | 9,16E-04 | 4,91E-02 | 1,25E-04 | 2,92E-01 | 1,47E-04 | -0,21

rs4694890 4 TEC 7,09E-04 | 4,36E-02| 9,95E-05 | 3,45E-01 | 6,47E-03 | -0,15
rs1350948 11 | LOC196188 | 8,65E-04 | 4,08E-02| 1,01E-04 | 2,29E-01 | 4,64E-03 | 0,19
157962316 12 MRPL42 5,09E-04 | 8,60E-02| 1,64E-04 | 1,51E-01 | 2,05E-02 | 0,13

aP resultante de la primera etapa o etapa de descubrimiento, P resultante de la 1° replicacion, © P resultante del
meta-andlisis (MT) de la 2° etapa 9P resultante de la 2° replicacién, ¢ P resultante del 2° MT de la tercera etapa.
{CF=coeficiente final

GWAS publicado por Krintel et al

En el afio 2012 se publicé un estudio de GWAS que incluia 196 pacientes de la
cohorte DANBIO con el diagnostico de AR tratados con anti-TNFa. En este estudio
un total de 561.466 SNPs fueron genotipados utilizando el chip de lllumina Human-
Hap550K duo array.®™

Para identificar los SNPs asociados a la respuesta terapéutica se utilizaron tres mo-
delos. Dos de ellos fueron modelos lineales considerando el ADAS28 y el reDAS28 a
la semana 14 de tratamiento ajustando ambos modelos por el DAS28 a la semana
basal. El tercer modelo analizé los SNPs asociados con la respuesta EULAR. Los
pacientes se clasificaron en buenos respondedores y malos respondedores segun
los criterios de respuesta EULAR. En este Ultimo analisis no se realiz6 la correccion
por ninguna covariante.

En este estudio se incluyeron 196 pacientes con AR. De estos el 80% de los pa-
cientes eran de género femenino, con un valor de la media de la edad y del tiempo
de evolucion de la enfermedad al inicio del tratamiento de 45+16 y 11+11 afios
respectivamente. El 33 % de los pacientes eran fumadores activos. En relacion a
los autoanticuerpos el 59% y el 63% eran pacientes con anticuerpos anti-CCP y FR
positivo, respectivamente. El tratamiento utilizado en la mayoria de los pacientes
era el IFX y en menor porcentaje ADA y ETA.

En este estudio ningun SNPs alcanzé la significancia para un estudio de GWAS
(P<5E-8) sin embargo en los tres modelos se observaron SNPs asociados a la
respuesta con valores de P entre 5,0E-4 y 5,0E-7, tal y como se observa en la
tabla 20.

Los SNPs situados en la region 50-UTR (untranslated region) del gen ALPL (alka-
line phosphatase, liver/bone/kidney) estuvieron asociados con el ADAS28 y el rel-
DAS28, pero no con la respuesta EULAR a la semana 14 de tratamiento. Lo mismo
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se observo con diferentes SNPs localizados en regiones no codificantes alrededor
del gen TLR4 (toll-like receptor 4) y del gen DBC1 (deleted in bladder cancer 1)
que estuvieron asociados con el ADAS28 y el re[DAS28 pero no con la respuesta
EULAR. Ningun SNPs asociado con la respuesta EULAR coincidia con los SNPs
identificados en los otros modelos.

Tabla 20. Loci candidatos obtenidos en el estudio de Krintel et al

SNP Cr Genes MAF P/DAS28' | P/EULAR OR* IC 95%
rs10520789 15 NR2F2 0,11 5,64E-07 - -
rs16973982 15 NR2F2 0,11 2,79E-06 - -
rs11870477 17 | MAP2K6 0,15 3,30E-06 - -

rs885814 1 ALPL 0,32 5,52E-06 - -
rs885813 1 ALPL 0,46 9,99E-06 - -
rs8046065 16 | CREBBP 0,014 1,43E-05 - -
rs869179 1 ALPL 0,37 1,81E-05 - -
rs1875620 9 C9orfa7 0,45 1,90E-05 - -
rs11525966 9 C9orfa7 0,45 1,90E-05 - -
152722824 9 TLR4 0,21 1,93E-05 - -
P/DAS28 2
rs1539909 18 CBLN2 0,09 4,13E-06 - -
rs960902 2 QPCT 0,50 8,02E-06 - -
rs17679567 16 | CNTNAP4 0,25 9,04E-06 - -
rs4412918 15 PRTG 0,21 1,76E-05 - -
rs11124586 2 QPCT 0,45 2,03E-05 - -
157816916 8 | HAS2AS 0,49 2,73E-05 - -
rs10760019 9 DBCI 0,39 2,94E-05 - -
rs884559 9 NACC2 0,30 2,95E-05 - -
rs1827596 2 | CNTNAP5 0,17 3,04E-05 - -
rs885814 1 ALPL 0,32 3,59E-05 - -
rs11045392 12 PDE3A 0,34 - 1,70E-06 3,3(1,9-5,6)
rs3794271 12 | sLcoicl 0,35 - 3,50E-06 3,2(1,9-5,5)
rs717117 11 | LRRC55 0,11 - 9,60E-06 10,7 (3,1-36,2)
rs12417609 11 | LRRC55 0,11 - 9,60E-06 10,7 (3,1-36,2)
rs12698335 7 SHH 0,22 - 5,50E-05 3,9 (2,1-7,5)
rs17714261 19 | ZNFI80 0,26 - 2,00E-05 0,3 (0,16-0,53)
rs9301169 13 | FAMI55A 0,27 - 2,40E-05 0,3(0,18-0,58)
rs16911006 9 ZNF618 0,29 - 2,70E-05 0,3 (0,18-0,55)
rs9539845 13 | ORZEI56P| 0,29 - 2,80E-05 3,1(1,8-5,5)
rs6578820 11 | ZNF214 0,36 - 2,80E-05 0,33 (0,2-0,56)

1.Presultante del andlisis con respecto al ADAS28, 2. Presultante del analisis con respecto al re[DAS28.
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En este estudio ademas se identificaron polimorfismos en /ociinvolucrados en vias
0 pathways con un papel importante en la funcion del TNFa y se objetivo que estas
vias estaban asociadas con la respuesta al tratamiento anti-TNFa en pacientes
con AR. Estas vias fueron identificadas utilizando el programa GSEA (Gene-set
enrichment analysis).

Con este programa se pudieron identificar 22 vias, algunas de ellas asociadas a
la inflamacion, a la apoptosis y a la respuesta inmune. Una de estas vias es la via
de sefializacion del TNFa que engloba un total de 236 genes. Esta via controla
la union del TNFa con su receptor que desencadena una serie de procesos rela-
cionados con la expresion de los genes involucrados con el crecimiento celular, la
apoptosis, la oncogénesis, la respuesta inflamatoria y la respuesta al estrés. Otra
via identificada es la via de sefializacion del receptor TGFB que tiene un papel
importante en la supresion de la inflamacion. La via del p38 MAPK es otra via de
gran interés identificada en este estudio ya que regula la proliferacion celular, la
diferenciacion celular y la apoptosis 2. La membrana sinovial de los pacientes
con AR se caracteriza por una activacion de MAPKs y p38 a presentes en las cé-
lulas endoteliales que tienen un papel importante en la destruccion ésea mediada
por el TNFa.

A raiz de estos resultados, los autores de este estudio proponen la utilizacion
de GSEA como un instrumento Util para analizar los resultados de GWAS ya que
les ha permitido identificar varias vias que pueden tener un papel relevante en la
respuesta al tratamiento anti-TNFa en pacientes con AR.

Estudios de replicacion de SNPs asociados a la respuesta al tratamiento
anti-TNFa identificados en estudios de asociacion de genoma completo.

Los resultados del estudio de Liu et al han sido analizados en otras cohortes in-
dependientes. El primer estudio de replicacion fue publicado por Suarez-Gestal et
al 27, Este estudio fue realizado con el objetivo de validar los SNPs identificados
por Liu et al asociados a la respuesta al tratamiento anti-TNFa. Para ello, se incluy-
eron 155 pacientes con AR tratados con los tres anti-TNFa mas comercializados.
En este estudio se genotiparon los 16 SNPs candidatos del estudio de Liu et al.
El andlisis de asociacion utilizdé en una primera etapa el modelo de regresion line-
al para analizar la asociacion de estos SNPs con el re[DAS28 y en una segunda
etapa la regresion logistica para analizar la asociacion con la respuesta EULAR.
En este estudio no se observd asociacion con la respuesta con ninguno de los 16
SNPs identificados por Liu et al. Ante la ausencia de replicacion, los autores de
este estudio sugieren que no existen evidencias suficientes que sustenten la hipo6-
tesis que la variacion genética podria influir de forma importante en la respuesta
al tratamiento con estos farmacos y que los resultados del estudio de Liu et al 24,
podrian haber estado influenciados por el pequefio tamafo de la muestra 27

El estudio de GWAS de Krintel et al " comentado anteriormente aparte de pre-
sentar los resultados obtenidos del estudio de asociacion de genoma completo y
el andlisis de las vias génicas de regulacion, presentaron un estudio de replicacion
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de los resultados del estudio de Liu et al y Plant et al. Utilizando un modelo de
analisis similar al realizado en cada uno de los dos estudios no se pudieron validar
ni los 16 SNPs publicados anteriormente por Liu et al ni los 7 SNPs publicados por
Plant et al.

Hasta la fecha no ha sido posible replicar ninguno de los resultados publicados en
los estudios de GWAS vy respuesta al tratamiento anti-TNFa por lo que se precisan
mas estudios para confirmar o descartar estos resultados de forma convincente.
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OBJETIVOS
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Los objetivos principales del presente proyecto de tesis doctoral son:

1.- Identificar nuevos biomarcadores de respuesta no genéticos al tratamiento con
terapias anti-TNFa en una gran cohorte de pacientes con artritis reumatoide.

2.- ldentificar nuevos biomarcadores de respuesta genéticos al tratamiento con
terapias anti-TNFa en pacientes con artritis reumatoide a partir de la estrategia
de asociacion de genoma completo en la segunda mayor cohorte de pacientes
analizada hasta el momento.

3.- Replicar en nuestra cohorte de pacientes con artritis reumatoide aquellos loci
candidatos asociados previamente a la respuesta al tratamiento con terapias
anti-TNFa.
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METODOLOGIA
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1.-Disenio del Estudio

Estudio de asociacion de genoma completo en una cohorte de pacientes con AR
seleccionados del IMID-Biobank.

El IMID-Biobank es un biobanco especializado en la coleccion, procesamiento
y almacenado de muestras a gran escala de pacientes con enfermedades media-
das por mecanismos inmunes (Immune Mediated Inflammatory Diseases o IMIDs)
de referencia internacional y creado con el fin de proporcionar la estructura nece-
saria para el desarrollo del proyecto cientifico tecnolégico singular y de caracter
estratégico PSE “IMID-Kit”.

Este proyecto de tesis doctoral se disefié en dos etapas:

Estudio de biomarcadores no genéticos:

e |dentificacion de variables clinicas, epidemiologicas y seroldgicas asociadas a
la respuesta al tratamiento anti-TNFa en pacientes con AR.

e Replicacion de variables clinicas, epidemiologicas y serolégicas previamente
asociadas a la respuesta al tratamiento anti-TNFa en pacientes con AR.

Estudio de biomarcadores genéticos:

e |dentificacion de nuevas regiones gendmicas asociadas a la respuesta al
tratamiento anti-TNFa mediante un estudio de asociacion de genoma completo
(Genome-Wide Association Study o GWAS) en pacientes con AR.

e Replicacion de loci asociados previamente a la respuesta al tratamiento
anti-TNFa en pacientes con AR.
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2. Proyecto PSE “IMID-Kit"
2.1.- Definicién, objetivos y estructura del Proyecto IMID-Kit

El proyecto PSE IMID-Kit es un proyecto de investigacion biomédica financiado
a través de la convocatoria “Proyectos Singulares y Estratégicos. Plan Nacional
de Biotecnologia“ y dirigido por la Dra. Sara Marsal. El objetivo principal de este
proyecto es la obtencion de un kit diagndéstico robusto y econdémico de las en-
fermedades IMID. Entre los objetivos secundarios destacan la realizacién de un
estudio de asociacion de genoma completo (Genome-Wide Association Study o
GWAS) en pacientes con AR de la poblacion espafiola y la creacion del IMID-
BiobanK. Este proyecto se inicio en el afio 2006 y ha finalizado recientemente en
el afio 2011, aunque actualmente tiene su continuidad a través del Proyecto INN-
PACTO financiado por la convocatoria “Plan Nacional de Investigacion, desarrollo
e Innovacion Tecnoldgica, Subprograma INNPACTO”.

Las IMIDs son un grupo de enfermedades inflamatorias crénicas de etiologia
desconocida. Son enfermedades prevalentes (5-7%, en distintas series) que afectan
aun amplio sector de la poblacién laboralmente activa©®, Actualmente no existe un
tratamiento curativo para estas enfermedades y aunque su curso se ha modificado
en los ultimos afos, se trata de enfermedades graves, de mal prondstico y que
ocasionan una marcada discapacidad. Actualmente se considera que tienen unos
mecanismos fisiopatoldégicos comunes, en base a unas similitudes genéticas, cli-
nicas y terapéuticas. En el proyecto PSE IMID-Kit se han incluido muestras y datos
asociados de pacientes con 6 enfermedades IMID: AR, psoriasis, enfermedad de
Crohn, lupus eritematoso sistémico, artritis psoriasica y colitis ulcerosa, ademas
de un grupo de sujetos control hipernormales para las enfermedades IMID.

Los estudios de asociacion de genoma completo requieren para su realizacion un
tamafio muestral importante por lo que para el correcto desarrollo de este proyec-
to se ha requerido un elevado e inusual esfuerzo de participacion y coordinacion
entre distintas especialidades médicas. En total han participado mas de 80 Servi-
cios médicos de las especialidades de Reumatologia, Dermatologia y Gastroen-
terologia pertenecientes a distintos Hospitales Universitarios del Servicio Nacional
de Salud, coordinados todos ellos por la Dra. Sara Marsal. La distribucion geogra-
fica de todos estos centros participantes tiene como objetivo recoger muestras de
pacientes e individuos sanos representativas de la poblacion espafiola.

En cada uno de los centros participantes un equipo de 3 personas, el propio fa-
cultativo especialista, un residente de 3° 0 4° afio y un ATS especializado han sido
responsables de la obtencion de las muestras y de los datos asociados a través de
unos protocolos previamente establecidos. En total, un equipo humano de mas de
250 profesionales sanitarios trabajando de forma coordinada a través de todo el
estado espafiol ha hecho posible la realizacion de este proyecto.
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2.2.- IMID-Biobank

La necesidad de obtener un elevado numero de muestras para alcanzar los
objetivos del Proyecto Singular y Estratégico “IMID-Kit” dio lugar a la iniciativa
de crear un biobanco especifico para muestras procedentes de pacientes con
enfermedades inflamatorias crénicas mediadas por mecanismos inmunes: el IMID-
Biobank. El IMID-Biobank fue creado por tanto, dentro del marco del proyecto PSE
IMID-Kit y tiene como primer objetivo almacenar y gestionar las muestras bioldgi-
cas del proyecto segun un elevado estandar de calidad previamente definida.

La calidad de las muestras analizadas en cualquier proyecto de investigacion es
esencial para la consecucion de sus objetivos y la fiabilidad de los resultados
obtenidos. La planificacion y el desarrollo del IMID-Biobank, conté con la cola-
boracion del Banco Nacional de ADN (BNADN). En base a las necesidades del
proyecto PSE IMID-Kit se definieron las fases del desarrollo del biobanco que
comprenden desde la formacion e incorporacion de personal especializado en
el aflo 2007 hasta la obtencion de la Certificacion de Calidad 1ISO 9001:2008 a
principios del afio 2009. Después de dos auditorias anuales de seguimiento, este
sistema de gestion de calidad ha sido de nuevo recertificado en el afio 2012.

La estructura del IMID-Biobank esta constituido por un Director, un Coordinador
Técnico o Responsable de Fichero, un Lab manager, una Unidad de Calidad, una
Unidad de Gestion Econémica y un cuerpo Técnico. Ademas, de acuerdo con lo
establecido en la legislacion vigente (Real Decreto 1716/2011, del 18 de noviem-
bre de 2011) en materia de biobancos, el IMID-Biobank esté adscrito a Comités
Etico y Cientifico externos descritos por la legislacion vigente en materia de bio-
bancos.

Técnicas y productos resultantes

En el IMID-Biobank se procesan muestras de sangre y orina de pacientes con
enfermedad IMID. A partir de la sangre se realiza la separacion de plasma y de
fraccion celular, la extraccion y normalizacion de DNA, la extraccion de RNA y la
separacion y congelacion de células mononucleares de sangre periférica. Los
productos derivados del procesado de la sangre y de la orina son alicuotados y
almacenados en las condiciones 6ptimas (i.e.temperatura ambiente, congelados
a -80°C, criopreservados en nitrdgeno liquido) segun la naturaleza de los mismos.

De esta manera, en el IMID-Biobank se generan alicuotas de los siguientes pro-
ductos:

e DNA

e RNA

e Plasma

e Orina

e Fraccion celular

e Células congeladas para su posterior inmortalizacion
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En relacion al ADN, que es el producto derivado utilizado en los ana-
lisis que conciernen a este proyecto de tesis doctoral, cabe especifi-
car que a partir de la sangre periférica en EDTA (&cido etilendiaminotet-
racético) se obtiene el ADN "madre”, a una concentracion variable segun
cada muestra. En el IMID-Biobank, estructura en la que el material debe
estar organizado y almacenado de la manera mas homogénea posible, se pro-
cede a la normalizacion del ADN que consiste en concentrarlo o diluirlo con una
solucion (buffer TE o agua), segun sea necesario, para obtener una concentracion
estandar de 100ng/pl. La concentracion inicial del ADN madre y la concentracion final
del ADN normalizado se valora por espectrofotometria de absorcion (ND 1000, Nano-
drop Technologies). La manipulacion del ADN durante su normalizacion se realiza
sobre una cama de hielo para mantenerlo a la temperatura adecuada.

A partir del ADN normalizado se prepara un numero determinado de alicuotas con
el objetivo de someter el ADN almacenado al menor numero de ciclos de descon-
gelacién/congelacion necesarios cada vez que se ceda una pequefia cantidad a
un investigador solicitante. Concretamente se preparan hasta 6 alicuotas de 300yl
de solucion de ADN a una concentracion estandar de 100ng/ul. La preparacion
de las alicuotas finales en el IMID-Biobank se realiza de manera automatizada
(Freedom Evo, Tecan) en tubos Micronic de 650ul de capacidad, identificados en
su base mediante codificacion 2D. Por razones de seguridad, el numero de ali-
cuotas de DNA generadas se divide y se almacena en dos cajas precodificadas
distintas, que se ubicaran en congeladores diferentes. El cédigo de la caja y el
codigo de cada alicuota se registran en la aplicacion informatica de gestion del
laboratorio (BancoADN, Vitrosoft S.A. (www.vitrosoft.com)), de manera que esto
permite mantener su trazabilidad en todo momento. Asi, la aplicacion registra para
cada individuo y para cada tipo de muestra, la ubicacion fisica en los almacenes
de cada alicuota generada. Este sistema automatizado permite realizar el proceso
de forma mas exacta, con mayor calidad y en menor tiempo, con minima interven-
cion manual, 1o que minimiza el riesgo de error del procesado.

2.3.- Planificacion del proceso de recogida de muestras biolégicas y datos
asociados para el proyecto PSE IMID-Kit

Muestras de pacientes IMID

Para hacer posible la recogida de muestras y datos asociados de los pacientes, el
IMID-Biobank procedi6 a la elaboracion de los siguientes documentos:

e Procedimientos
Aquellos documentos necesarios para estructurar y estandarizar el proceso de
recogida en los centros colaboradores. En ellos se describe detalladamente los
pasos a seguir durante todo el proceso, desde la recepcion del material para la
extraccion hasta el envio de las muestras al BNADN y al IMID-Biobank.
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e Formularios
- Epidemioldgico. Se empled el mismo documento utilizado por el BNADN para
sus propios proyectos en el que se recoge informacion general del donante.
- Clinicos. Estos documentos que recogen la informacion del paciente relacio-
nada con la enfermedad, se elaboraron en las comisiones clinicas especifi-
cas de cada enfermedad.

Desde el primer momento se ha mantenido una estrecha relacion con los centros
colaboradores. Se realizaron multiples reuniones en las que se explicd todo el
proceso de recogida de muestras y datos asociados y se les entreg6 la docu-
mentacion necesaria. Se puso a su disposicion un teléfono de contacto y varias
direcciones de correo electronico para la resolucion de posibles problemas rela-
cionados con la obtencion de las muestras.

El cuestionario epidemioldgico incluido en el anexo 1, elaborado por el BNADN
como se comentd anteriormente, fue comun para todos los individuos (pacientes
IMID y controles). En el grupo de los controles, se utilizd también un segundo
cuestionario especifico para caracterizar su hipernormalidad. El cuestionario epi-
demioldgico en general cuenta con 6 apartados:

A) Datos relativos a la extraccion

B) Actividades

C) Habitos

D) Cuestionario demogréfico
E) Estudios

F) Cuestionario genealdgico

En reuniones periddicas las distintas comisiones clinicas determinaron los fenoti-
pos IMID de interés para cada una de las seis enfermedades a estudio. Para definir
los criterios diagnosticos de las seis enfermedades a estudio se utilizaron los cri-
terios actualmente recomendados por las respectivas sociedades cientificas. No
obstante, los dos objetivos principales en la seleccion de pacientes fueron incluir
fenotipos clinicos bien definidos mediante variables robustas y priorizar aquellos
subtipos clinicos que mas se pueden beneficiar de un diagndéstico precoz.

En concreto, en los cuestionarios clinicos para cada una de las enfermedades
IMID se definieron los siguientes apartados:

A) Criterios de inclusion y exclusion

B) Antecedentes familiares

C) Comorbilidad

D) Variables clinicas y biolégicas (comunes y especificas de cada enfermedad)
E) Variables relacionadas con los tratamientos previos

F) Determinacion de la actividad de la enfermedad en el momento de la extraccion

El cuestionario clinico especifico de la AR fue elaborado por la Comisién Clinica
especifica de la AR (CC-AR) que estaba constituido por reumatélogos de recono-
cido prestigio nacional. Tal y como se observa en el anexo 2, en este cuestionario
se registran datos relacionados a las caracteristicas clinicas de la AR (i.e. afios
de evolucion de la enfermedad, criterios diagndésticos presentados), a las caracte-

85



AR-antiTNFa BIOMARCADORES DE RESPUESTA

risticas bioldgicas (i.e. autoanticuerpos), radiograficas (i.e. numero de erosiones
en manos, pies), quirdrgicas (i.e. subluxacion atlanto axial, prétesis) y relativos al
tratamiento (i.e. terapia bioldgica).

Muestras de los sujetos controles

En base a la estructura del proyecto PSE IMID-Kit, el Banco Nacional de ADN
(BNADN) asumi¢ la obtenciéon de muestras de los individuos sanos, su procesado
y su almacenamiento.

El objetivo del estudio fue la inclusion de 3.000 controles hipernormales de la
poblaciéon espafnola. Este tipo de individuos control es especifico para las enfer-
medades IMID incluidas en el proyecto y sus caracetristicas fueron definidas por
las distintas comisiones clinicas y el BNADN. En este sentido, la experiencia del
BNADN en la obtenciéon de controles de la poblaciéon espafiola ha sido fundamen-
tal para coordinar la red de Bancos de Sangre del estado espafiol que han cola-
borado en la obtencion de los sujetos control.

IMID-Biobank: Situacion actual

En la actualidad se han obtenido muestras biolégicas y datos asociados de un
total de 12.173 pacientes con enfermedades IMID (artritis reumatoide, psoria-
sis, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, artritis psoriasica y lupus eritematoso
sistémico) y de un total de 2.200 sujetos control.

En el grafico 4 se detalla la distribucion de las muestras obtenidas y almacenadas
en el IMID-Biobank en el marco de los proyectos PSE IMID-Kit e INNPACTO.
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Grafico 4. Muestras de pacientes IMID y controles hipernormales obtenidas y almacena-
das en el IMID- Biobank.
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2.4.- Base de datos clinicos de los pacientes IMID
Obtencién de los datos clinicos

En las distintas comisiones clinicas y de forma coordinada se acordo el siguiente pro-
cedimiento para la obtencion de los datos clinicos:

e | aobtencion eintroducciondelosdatosclinicosasociadosserealizoporelmédico
residente de 3er 0 4° afio bajo la supervision del facultativo especialista participante

e | os datos clinicos respectivos se obtuvieron directamente de la historia clinica
del paciente y fueron introducidos en la base de datos “Imid-kit” (http./imid-kit.
bsc.es).

e |Los datos clinicos de los pacientes con enfermedad de Crohn fueron
introducidos directamente a la base de datos ENEIDA que bajo el auspicio de
GETECCU (Grupo Espafiol de Trabajo en Crohn y Colitis Ulcerosa) constituye
un banco de datos de pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal. El
equipo Life Since del BSC (Barcelona Supercomputing Center) elabord el
software necesario para la transferencia de los datos clinicos de interés desde
esta base de datos a la base de datos “Imid-kit”.
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e | os datos asociados a la determinacion de la actividad de la enfermedad fueron
obtenidos por el propio médico especialista e introducidos en la base de datos
“Imid-kit” por el residente asignado. Estos datos se obtuvieron el mismo dia de
la extraccion sanguinea.

e Elmismo dia de la extraccion, un técnico asistente sanitario (ATS) cumplimentd
junto con el paciente el cuestionario epidemiolégico y lo remitio al IMID
Biobank. Los datos incluidos en estos cuestionarios fueron introducidos a la
base de datos “Imid-kit” directamente por el personal técnico del IMID BioBank.

e El personal técnico del BNADN introdujo los datos epidemioldgicos y clinicos
de los sujetos control directamente en la aplicacion LIMS del BNADN vy
posteriormente fueron exportados a la base de datos “Imid-kit” para su anélisis
conjunto.

Creacion y mantenimiento de la base de datos “IMID-kit"”

La creacion y el mantenimiento de la base de datos estuvo a cargo del Prof. JL
Gelpi (Barcelona Supercomputing Center — Instituto Nacional de Bioinformatica).

Para el cumplimiento de los objetivos propuestos para el proyecto PSE IMID-kit,
fue necesario disponer, por un lado, de un entorno de trabajo en grupo que hiciera
factible la interrelacion de los grupos participantes en el proyecto, asi como de un
lugar en internet donde publicitar el proyecto y los resultados del mismo. Para ello
se desarrollé un sitio web : http://imid-kit.bsc.es.

En el proyecto PSE IMID-kit se alcanzaron dos retos importantes, la gran canti-
dad de datos que se pretendia recoger y su diversidad, al provenir de seis en-
fermedades distintas, con gran numero de campos de naturaleza especifica. Por
ello el proyecto se articuld hacia la generacion de una base de datos fenotipica
y una aplicaciéon de gestion asociada, en la que la naturaleza de la informacion
almacenada no fuera determinante ni de la estructura de la base de datos ni de la
estructura de la aplicacion asociada.

Este modelo permitidé, una adaptacion simple de cada uno de los formulari-
0s de datos clinicos disefiados por la comision correspondiente y permitié la se-
leccion de casos para el anélisis de un modo global e independiente de los datos.
Adicionalmente, la aplicacion cuenta con un sistema de seguridad que permite
un acceso controlado y restringido, dada la naturaleza sensible de los datos.

En él se definen cuatro grupos principales: a) Formularios, b) Casos, ¢) Datos clini-
cos y d) Usuarios. El grupo “Formularios” recoge informaciéon sobre la naturaleza,
definicion y opciones particulares de los datos almacenados. El grupo “Casos”
mantiene la identificacion de los datos almacenados, asi como la constancia de su
estado (iniciado, completado por el centro responsable, o completo). Debe desta-
carse aqui, que para asegurar el anonimato de los datos de naturaleza clinica, no
se almacena ningun dato relevante sobre la identidad de los pacientes, sino que
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Unicamente se mantienen las claves IMID-Kit y las claves del Banco de DNA, es-
tas Ultimas necesarias para la relacién con los datos genotipicos. Unicamente los
centros colaboradores mantienen en su registro interno la relacion entre el codigo
IMID-Kit y los datos reales. El grupo “Datos clinicos” aloja los datos clinicos intro-
ducidos por los centros colaboradores, y finalmente el grupo “Usuarios” mantiene
informacion sobre la “propiedad” de los datos asi como los permisos de acceso
a los mismos. La estructura de la base de datos permite alojar de manera directa
cualquier cuestionario de datos clinicos, unicamente modificando el contenido del
grupo “Formularios”.

La aplicacion de gestion asociada a la base de datos comentada se ha construido
de acuerdo con las especificaciones siguientes:

1. Acceso restringido con diversos niveles de privilegio

2. Recogida de datos adaptada a los cuestionarios clinicos disponibles, con na-
vegacion intuitiva entre formularios

3. Busqueda de casos incluyendo logica de seleccion avanzada y posibilidad de
almacenamiento de criterios y resultados de busquedas.

4. Estadistica de introduccion de datos

5. Herramientas de anéalisis epidemiolégico

2.5.- Pacientes con Artritis Reumatoide incluidos en el Proyecto PSE IMID-Kit

La doctoranda M. Isabel Acosta bajo la supervision de la Directora del Proyecto
PSE IMID-Kit, la Dra. Sara Marsal, fue la responsable de las siguientes tareas aso-
ciadas al proyecto PSE-IMID-kit:

Seleccion e inclusién de pacientes con AR procedentes del Hospistal Universi-
tari Vall d'Hebron

Se incluyeron 300 pacientes con AR procedentes de las consultas externas de
Reumatologia del Hospital Universitari Vall d Hebron (HUVH). Un 80% de los ca-
sos fueron pacientes que realizaban un seguimiento habitual en la consulta mo-
nografica de artritis inflamatoria cronica (AIC) de la Dra. Sara Marsal y en un por-
centaje inferior de pacientes estos fueron seleccionados desde otras consultas de
la Unidad de Reumatologia del mismo hospital gracias a la colaboracion del Dr.
Xavier Sans y del Dr. Cayetano Alegre.

Este proceso se llevd a cabo en 2 fases:
- Fase |: Seleccion de pacientes
- Fase Il: Registro de datos clinicos

En la Fase |, los pacientes fueron seleccionados en base a los criterios de inclu-
sion y exclusion establecidos en el protocolo clinico especifico para la AR. La Dra.
Acosta fue la responsable directa de la programacion de visitas y del cumplimiento
del protocolo del proyecto. Este proceso se realizé en la propia consulta externa du-
rante una visita de seguimiento de rutina. Una vez el paciente habia sido selecciona-
do e invitado a participar en el estudio se le programaba una visita independiente
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para llevar a cabo todo el protocolo de estudio. A partir de este momento todo el
proceso de inclusion de los 300 pacientes procedentes del HUVH estuvo bajo la
responsabilidad de la doctorando.

Las visitas se programaron de forma periddica al inicio del estudio (i.e. aproxima-
damente cada dos semanas) y de forma mas irregular durante el Ultimo periodo
a medida que los pacientes que acudian a consultas externas ya habian sido in-
cluidos. Este proceso se llevd acabo entre los afnos 2009-2011, siendo la docto-
randa residente de la especialidad de Reumatologia del 3¢y 4° afio formativo.

La duracion de cada visita fue de entre 30 a 40 minutos por paciente por lo que se
limitaba a un méaximo de 7 pacientes por dia. Se visitaron en promedio 5 pacientes
por dia distribuidos en 60 visitas aproximadamente a lo largo de 2 anos. Las visitas
se realizaron en las consultas externas por las tardes. En casos excepcionales (i.e.
paciente con dificultad para la mobilizacién) los pacientes eran visitados el mis-
mo dia de la visita de seguimiento de Reumatologia. En varias ocasiones la Dra.
Acosta se puso en contacto con los pacientes por via teléfonica para confirmar la
visita o reprogramarla.

El dia de la extraccion la doctoranda en primer lugar, procedia a la lectura de-
tallada del consetimiento informado (Cl) al paciente invitandole a participar en
el proyecto. Este Cl esta disponible en el Anexo 3. La Dra. Acosta realizaba la
consiguiente aclaracion de posibles dudas que pudieran existir posterior a dicha
lectura. Si el paciente accedia a participar en el proyecto, se procedia a la firma
de dos copias de Cl, una copia para el paciente y otra para el IMID-Biobank.

Una vez obtenido el Cl, se procedia a la extraccion sanguinea realizada por el ATS
designado para el proyecto, bajo la supervision de la doctoranda. Previamente se
verificaba los elementos necesarios (ligadura, algodén, alcohol, agujas Vacutainer
20 0 21 G para adultos, tubos y etiquetas). Se daba a conocer el procedimiento

a realizar con lenguaje sencillo acorde al nivel educacional y preparacion del pa-
ciente, a fin de obtener la maxima colaboracion por parte de éste. El ATS selec-
cionaba el sitio de puncion, generalmente la zona de venas cefalicas o mediana
cubital, cercanas al pliegue del antebrazo.Se practicaba la técnica segun normas
de bioseguridad de enfermeria. Se realizaba la extraccion de 5 tubos (2 tubos con
EDTA, utilizados para la obtenciéon del ADN y el plasma, 2 con ACD-B, utilizados
para la obtencion de células y plasma y 1 tubo PAXgene, utilizado para la obten-
cion de ARN). Ademas se solicitaba al paciente una muestra de orina que era
traspasado a un recipiente especifico preparado para este tipo de muestra (frasco
con 50 ul de acido clorhidrico). La muestra era cuidadosamente etiquetada con
los codigos del paciente y empaquetadas para el envio con la menor brevedad
posible al IMID Biobank, por medio de un servicio de mensajeria urgente contrata-
do para el proyecto.

Posterior a la obtencion de las muestras de sangre y orina se procedia a la cumpli-
mentacion del cuestionario epidemioldgico por parte el ATS del proyecto y bajo la
supervision de la doctoranda.
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Una vez realizado el cuestionario epidemiologico, la doctoranda procedia a
cumplimentar el cuestionario clinico especifico disefiado para AR. De forma sis-
tematica primero se realizaba la obtenciéon de datos del apartado de antecedentes
familiares y luego de los apartados relacionados con la AR, que no fueran re-
trospectivos (medicacion actual especifica y no especifica de la AR, presencia de
comorbilidades y cuestionario HAQ) para lo cual se interrogaba al paciente. En
casos de que el paciente no fuera capaz de aportar estos datos (i.e. medicacion
actual completa) en algunos casos se consultaban los datos respectivos del pa-
ciente disponibles en las hitorias clinicas del CAP (Centro de Asistencia Primaria).

Una vez finalizado el interrogatorio del paciente se procedia a la exploracion fisica
para determinar la actividad de la enfermedad en el momento de la inclusion en
el estudio, que consistia en el recuento del nimero de articulaciones dolorosas y
tumefactas.

Posteriormente de forma sistematizada se procedia a la obtencion de los datos cli-
nicos retrospectivos y las pruebas complementarias detalladas en el cuestionario
clinico (i.e. reactantes de fase aguda y radiografias). En primer lugar se cumpli-
mentaban los datos relativos a la enfermedad registrados en las historias clinicas
respectivas de cada paciente. En segundo lugar se procedia a la obtencién de los
valores de la VSG que deberian haberse obtenido dentro de los 15 dias previo a la
inclusion del paciente al estudio. Por ultimo se solicitaban radiografias de manos
(palma-placa), pies (planta-placa) y cervical ( frente y perfil en posiciéon neutra y fle-
xién) en caso de no disponer de radiografias recientes (<6 meses del dia de la inclu-
sién). Se realizaba el registro de estas radiografias con la lectura de cada una de
ellas segun el protocolo establecido previamente en el proyecto (esta informacion
no ha sido analizada en el presente proyecto de tesis doctoral ya que sera incluida
como parte de otros proyectos).

La doctorando llevo a cabo un registro en paralelo en una base de datos (Casos-
AR-IMID-kit) con la correlacion del nombre del paciente y el numero de codigo
de la muestra. Con el objetivo de proteger la base de datos contra accesos no
autorizados se procedio a la utilizacion de un sistema encriptado para proteccion
de datos.

En la fase Il, la doctorando fue la responsable del registro en la aplicacion on-
line http://imid-kit-bsc.es de los datos clinicos y serolégicos de cada caso. Al
igual que todos los centros participantes se dispuso de un usario y una con-
trasefia de acceso para la introduccion de los datos clinicos de los pacien-
tes del propio centro. La doctorando fue la responsable del registro de to-
dos los 300 pacientes participantes en el proyecto PSE IMID-kit proceden-
tes del Hospital Universitari Vall d’Hebron. Esta fase del estudio se realizd
de acuerdo a la siguiente sistematica: solicitud de las historias clinicas al ar-
chivo del hospital, revision de la historia clinica de AR de la consulta exter-
na, obtencion de los datos requeridos e introduccion en la aplicacion online.

Este proceso se realizd de una manera gradual y el mayor volumen de trabajo se lle-
v acabo una vez finalizada la seleccion de los pacientes y el proceso de obtencion
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de las muestras. Esta fase se extendio a lo largo de tres meses, durante el periodo
aproximado entre junio de 2011 (al finalizar la residencia) y setiembre del 2011.

A partir de setiembre del 2011, la doctorando se incorporé formalmente y a dedi-
cacion completa en el Grup de Recerca de Reumatologia del Institut de Recerca
del HUVH para iniciar el periodo formativo en investigacion basica del presente
proyecto de tesis doctoral.

Control de calidad y seguimiento del registro de los datos clinicos asocia-
dos de los pacientes con AR de cada uno de los centros participantes en el
Proyecto PSE IMID-Kit

Una vez finalizado el periodo de seleccion e inclusion de pacientes (i.e. obtencion
de muestras bioldgicas y datos clinicos asociados) con AR del centro participante
HUVH, la doctorando fue la responsable de controlar, bajo la supervision de la
directora del proyecto la Dra. Sara Marsal, el estado del registro del total de los
2.313 pacientes con AR incluidos en el proyecto PSE IMID-Kit.

En cada uno de los centros participantes de la Comision clinica de AR se realizd
el proceso de seleccion e inclusion de pacientes de forma similar al descrito pre-
viamente para los pacientes del HUHV. De tal forma un residentte de 3 y 4° afio
habia introducido los datos clinicos del cuestionario clinico de los pacientes con
AR de su centro en la aplicacion http.//imid-kit-bsc.es. El siguiente paso fue rea-
lizar el control de calidad y supervisar el grado de cumplimentacion de los datos
de cada centro.

Este proceso se llevd a cabo por medio del contacto directo y continuo con
los diferentes residentes de cada centro. De esa forma se mantenia un trabajo
coordinado entre el residente, el responsable de la base de datos del BSC y la
doctoranda. En primer lugar se realiz6 la evaluacion del estado de cumplimentacion
de los 13 centros participantes en el proyecto. Se elaboré una lista de incidencias
por caso y por centro que fue remitida a cada investigador colaborador. Las inci-
dencias consistian en un registro de campos por variable no completos o cumpli-
mentados de forma incorrecta. Estas incidencias eran comunicadas por e-malil
y en algunos casos también por teléfono al residente o al investigador principal.

Las incidencias eran resueltas, bien a través de facilitar los datos a la doctorando
y ésta las introducia o corregia en la aplicacion online o bien a través del contacto
entre el centro y el BSC. El cierre de los casos se realizaba una vez que el caso
estaba completo o cuando en su defecto la doctoranda, el investigador colabora-
dor, el coordinador clinico de la comision de AR y la Dra. Sara Marsal acordaban
que se habian agotado todos los recursos posibles para complimentar una deter-
minada variable.

Se identificd en la mayoria de los centros que el apartado referente a las terapias
biolégicas, fue el apartado con mas incidencias, seguido del apartado destinado al
registro de las caracteristicas clinicas y biolégicas de la enfermedad. Especifica-
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mente para este proyecto de tesis doctoral se insistié enérgicamente (por e-mail y
en algunos casos de forma presencial) en la cumplimentacion del apartado refen-
te a los valores del DAS28 a la semana basal y la semana 12 imprescindibes para
la inclusion del paciente en este proyecto de tesis doctoral.

Aprendizaje de los métodos de analisis incluidos en el estudio de biomarca-
dores genéticos y no genéticos.

La doctorando, una vez incorporada a dedicacion completa en el Grup de Recer-
ca de Reumatologia (GRR) y de forma paralela al control de calidad del registro
de los datos clinicos del proyecto PSE IMID Kit, inici6 el aprendizaje de determina-
das herramientas de analisis necesarias para la realizacion del presente proyecto.
Este aprendizaje se llevo a cabo bajo la supervision de la Dra. Marsal y del coor-
dinador del quipo de bioinformatica del GRR, el Dr. A. Julia.

Al finalizar el periodo de anélisis de los biomarcadores genéticos y no genéticos la
doctorando habia adquirido los conocimientos y las habilidades técnicas necesa-
rias para llevar a cabo los analisis o controles que se citan a continuacion.

- Control de calidad de clusters de genotipado de la plataforma de genotipado
GWAS lllumina (GenomeStudio).

- Control de calidad del genotipado de microarrays de genotipado: MAF, Call
Rate, Equilibrio Hardy-Weinberg, correlacion con Componentes Principales de
Variacion.

- Anélisis de asociacion estadistica: construccion de tablas de contingencia, test
alélico y test genético chi-cuadrado.

- Estimacion del riesgo alélico: Odds Ratio e Intervalos de confianza.
- Métodos de correccion por tests multiples (Bonferroni, False Discovery Rate).

- Busqueda de informacion para marcadores tipo SNP (base de datos NCBI-SNP
y Hapmap); ubicacién cromosdmica, caracteristicas genéticas y distribuciones
poblacionales.

- Elaboracion y curado de bases de datos clinicas mediante hojas de trabajo
Excel. Deteccion de individuos o valores clinicos extremos.

- Software estadistico SPSS (Windows): construccion de tablas de trabajo, gene-
racion de estadisticos univariables, anélisis de regresion lineal, uso de covaria-
bles en modelos lineales.

- Busqueda de textos cientificos en base de datos NCBI Pubmed y Google
Scholar. Interpretacion de la funcionalidad génica en el contexto de la Artritis
Reumatoide y de procesos inmunoldgicos.
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- Métodos de gestion automatica de citas bibliografica Mendeley. Programa de
maquetacion InDesgin (Adobe).

Este periodo se ha extendido desde su incorporacion al Grup de Recerca del Reu-
matologia en septiembre de 2011 hasta la finalizacion de la escritura del presente
proyecto de tesis doctoral, a mediados de octubre de 2012.
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3.- Sujetos del estudio

En el proyecto PSE IMID-Kit se incluyeron 2.313 pacientes con AR de los cuales
881 pacientes habian sido tratado con terapia anti-TNFa y de estos, en 628 pa-
cientes se disponia de los datos clinicos completos referentes a la respuesta al
tratamiento anti-TNFa.El reclutamiento de los pacientes no estuvo sujeto a ningun
tipo de muestreo, sino que se les propuso la entrada a todos los pacientes que
cumplian los criterios de inclusion y exclusion, atendidos de forma consecutiva
en cada uno de los servicios de Reumatologia de los centros participantes en el
proyecto IMID-Kit.

Todos los pacientes con AR incluidos en el presente proyecto de tesis doctoral
cumplian con los criterios de inclusion y exclusion definidos en el proyecto PSE
IMID-Kit. Estos criterios se detallan a continuacion:

Criterios de inclusiéon generales

1. Pacientes que cumplan los criterios diagnosticos de AR definidos por el ACR
(1987)©n

AR de mas de dos afios de evolucion desde el inicio de los sintomas

Edad > a 18 afios

Caucésico

Abuelos y padres de origen espafiol

oD

Criterios de exclusion

1. Antecedentes de psoriasis cutanea

2. Antecedentes de enfermedad inflamatoria intestinal (Enfermedad de Crohn
o Colitis Ulcerosa)

Los pacientes con AR incluidos en el proyecto PSE IMID-kit y que cumplian los
criterios definidos previamente fueron un total de 2.313. Para la seleccion de los
pacientes incluidos en el presente proyecto de tesis doctoral se establecieron
unos criterios adicionales que se detallan a continuacion:

Criterios de inclusion especificos

1. Pacientes con AR que habifan recibido un farmaco anti-TNFa (IFX, ETA, ADA)
como primera terapia biolégica (n=881)

2. Pacientes con el apartado de terapia bioldgica del cuestionario especifico
de AR debidamente cumplimentado (valores del indice DAS28 SB y S12)
(n=661).

3. Pacientes con un indice DAS28 a la semana basal >3,2 (n=628)

Un total de 628 pacientes que cumplian con los criterios de inclusion especificos,
participaron en el estudio de los biomarcadores no genéticos (i.e. clinicos, epide-
mioldgicos y seroldgicos).

Para el estudio de los biomarcadores genéticos fueron incluidos aquellos pa-
cientes a los que se le habia realizado un genotipado completo como parte del
proyecto PSE IMID-Kit y que cumplian los criterios de inclusion especificos del
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presente proyecto. Un total de 374 pacientes cumplian ambos requisitos. Posterior
al control de calidad realizado a la muestra y al genotipado que posteriormente
explicaremos con mas detalle, 361 pacientes participaron en el estudio de los
biomarcadores genéticos.

En el siguiente diagrama de flujo se presenta de forma esquematica el proceso de
seleccion de los pacientes incluidos en este proyecto de tesis doctoral.

Diagrama de flujo: Proceso de seleccion de los pacientes con AR incluidos en el estudio

2.313 pacientes
con AR

1.390 Pacientes tratados
| con FAMES

[ y 50 pacientes

con otras TB

881 Pacientes tratados
con anti-TNFa

220 Pacientes con datos
clinicos de respuesta
incompletos

661 Pacientes tratados
con anti-TNFa
y datos clinicos de
respuesta completos
completos

32 Pacientes con DAS28
(SB)<3,2

628 Pacientes tratados
con anti-TNFa y datos

1.281 Pacientes clinicos de respuesta
con AR y genotipado com- completos
pleto y DAS28 (SB)»3,2

267 Pacientes tratados

con anti-TNFa y datos

clinicos de respuesta
completos

v DAS28 (SB)>3,2

361 Pacientes tratados con
anti-TNFq, datos completos, datos

clinicos de respuesta completos
DAS2853,2 y genotipado completo

TB: terapias bioldgicas, SB: semana basal
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4.- Analisis de Biomarcadores de respuesta al trata-
miento anti-TNFa

Como fase previa al inicio del estudio de los biomarcadores, se realiz6 una bus-
queda exhaustiva en la literatura para determinar aquellos biomarcadores gené-
ticos y no genéticos que hubieran sido asociados con anterioridad a la respuesta
y a la remision en pacientes con AR en tratamiento con farmacos de acciéon anti-
TNFa. Para este objetivo se utlizd el buscador de la base de datos bibliografica
biomédica PubMed (http.//www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed)/). Para identificar los
estudios mas relevantes al respecto se utilizaron las palabras claves “rheumato-
id arthritis”, “response”, “remission”, “anti-TNFa”, se utilizaron las diferentes com-

binaciones con estos términos utilizando los operadores logicos “OR’ y “AND’.

De un total de 1.480 articulos, fueron seleccionados 36 articulos, tras filtrar por
aquellos estudios que incluian pacientes con el diagnéstico de AR segun los cri-
terios del ACR y que eran mayores de 18 afios de edad. Se incluyeron solo aquellos
estudios que evaluaban un posible biomarcador asociado a la respuesta definida
segun criterios EULAR o ACR y a la remision considerada como un indice DAS28
menor a 2.6 (18 articulos sobre biomarcadores no genéticos y 18 sobre biomarca-
dores genéticos). Fueron incluidos aquellos articulos en idioma inglés cuyo contenido
estaba disponible en version electronica (>95%).

En base al tipo de biomarcador de interés en los articulos seleccionados, estos
fueron clasificados en dos grupos:

Grupo A: Biomarcadores no genéticos (epidemiolégicos, clinicos (i.e. relaciona-
dos con la actividad de la enfermedad) y seroldgicos).

Grupo B: Biomarcadores genéticos (polimorfismos de genes candidatos (i.e. gen
TNFA)y estudio de asociacion de genoma completo 6 GWAS).

4.1.- Anadlisis de los biomarcadores no genéticos de respuesta
4.1.1.- Descripcion de las variables a estudio

Una vez analizada toda la literatura disponible se seleccionaron aquellas variables
del cuestionario clinico especifico de la AR y del cuestionario epidemioldgico que
podrian estar asociadas a la respuesta y a la remision clinica en pacientes con AR
tratados con los diferentes anti-TNFa (IFX, ETA y ADA).

A) Variables Epidemioldgicas

e Género
- Masculino
- Femenino

e Nivel de estudios
- Basico: ninguno, educacion primaria
- Medio-alto: formacién profesional de 1¢'y 2° grado, bachillerato superior,
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diplomatura, licenciatura y doctorado.
e Consumo de tabaco al inicio del tratamiento anti-TNFa
- Fumador activo
- Exfumador (interrupcion del habito por un periodo superior a 1 afio).
- No fumador

Para el anélisis de biomarcadores se ha considerado a los fumadores activos
y a los exfumadores en un mismo grupo vs el grupo de los no fumadores

e Consumo de alcohol
- Si: consumo de vino con las comidas y fuera de las comidas, consumo de
cerveza a diario 0 solo los fines de semana y consumo de copas a diario o solo
los fines de semana.
- No: ninguna de las situaciones anteriores.

B)_Variables Clinicas

Afios de evolucion de la enfermedad
- Definido como el tiempo trascurrido entre el diagndstico de la ARy el inicio del
tratamiento anti-TNFa.

Edad del paciente al inicio del tratamiento anti-TNFa.

Numero de FAMES a la inclusién en el estudio.

- Esta variable se ha considerado de dos formas: la primera de forma
binaria (=2 FAMES previos y <2 FAMES previos) y la segunda como una
variable continua.

Numero de comorbilidades asociadas a la AR a la inclusion en el estudio.

- Esta variable se ha considerado de dos formas: la primera de forma
binaria (=2 comorbilidades y <2 comorbilidades) y la segunda como una
variable continua.

Factor Reumatoide
- Positivo: segun la referencia del laboratorio de cada centro
- Negativo: segun la referencia del laboratorio de cada centro

Se consideraron los titulos mas elevados registrados en los cuestionarios clinicos.
¢ Anticuerpos anti-CCP
- Positivo: segun la referencia del laboratorio de cada centro

- Negativo: segun la referencia del laboratorio de cada centro

Se consideraron los titulos mas elevados registrados en los cuestionarios clinicos
hasta el momento del inicio del estudio

e E|l indice DAS28 a la semana basal (SB) a la semana 12 (S12) de iniciado el
tratamiento anti-TNFa.
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C) Variables calculadas para definir_la respuesta al tratamiento

e ADAS28
- Definido como la diferencia entre el DAS28 (SB) y el DAS28 (S12) de iniciado
el tratamiento anti-TNFa.

e Respuesta clinica
- Respondedores: se ha considerado respondedores a los pacientes que alcan-
zan una respuesta EULAR buena o moderada.
- No respondedores: se ha considerado no respondedores a los pacientes que
no alcanzan una respuesta EULAR buena o moderada.

e Remision
- Definida como un indice DAS28 <2.6 a la S12 de iniciado el tratamiento anti-
TNFa.

Todas estas variables descritas han sido utilizadas en el analisis para determinar
los posibles biomarcadores epidemioldgicos, serolégicos y clinicos de respuesta
y de remision en pacientes con AR a la semana 12 de iniciado el tratamiento anti-
TNFa.

4.1.2.- Anadlisis estadistico de los biomarcadores no genéticos

Para el andlisis de las variables clinicas se descargaron los datos al servidor del
GRR. Estos datos fueron exportados a una base de datos en una hoja de célculo
de Microsoft Excel version 97-2003 para facilitar su exploracion y analisis.

El analisis descriptivo incluy6 para las variables continuas, la media y la desvia-
cion estandar (DE) y para las categoricas las frecuencias. Para identificar las di-
ferencias mas importantes entre los tres grupos de tratamiento (IFX, ETA, ADA) se
utilizé el test estadistico ANOVA. Para el anélisis de asociacion de las variables
clinicas en relacion a la respuesta se utilizé la regresion logistica univariante y
multivariante con el objetivo de identificar biomarcadores de respuesta y de remi-
sion, y evaluar la posible existencia de variables de confusion. Los resultados de
ambos modelos fueron representados por el OR con su intervalo de confianza (IC)
del 95% correspondiente. A fin de facilitar la interpretacion de los resultados en el
cuadro 6, se presenta la categorizacion de las variables utilizadas para la realiza-
cion del andlisis univariante y multivariante.

El contraste de normalidad de la variable ADAS28, variable utilizada para el
analisis de asociacion genética, fue realizado con el Test de Shapiro-Wilk.

Para este analisis estadistico se utilizaron los programas SPSS versién 19.0 (http://
www-01.ibm.com/software/es/analytics/spss/) y R version 2.13 (www.cran.org).

Para el analisis de las variables epidemioldgicas, clinicas y serolégicas se consi-
derd como significacion estadistica a un valor de P<5E-02.
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Cuadro 6. Categorizacion de las variables a estudio para la interpretacion del analisis
univariante y multivariante

Variables 0 1
Respuesta Respondedor No respondedor
Remisién Remisién No remisién
Género Femenino Masculino
Nivel de estudios Basico Medio-Alto
Tabaco Fumador/exfumador No fumador
Consumo de alcohol No Si
FR FR (-) FR (+)
anti-CCP anti-CCP (-) anti-CCP (+)
Edad al inicio del tratamiento Numérico
anti-TNFa Numérico
Afios de evolucioén de la Numeérico
enfermedad
N° de FAMES pevios Numeérico
DAS28 (SB) Numeérico

4.2.- Analisis de los biomarcadores genéticos de respuesta
4.2.1.- Genotipado Completo

Se llevd acabo el estudio de GWAS en 1.281 pacientes con AR de los cuales
361 cumplian los criterios de inclusion del presente proyecto. A continuacion se
detallaran los diferentes pasos realizados desde la extraccion del ADN hasta el
analisis final de los biomarcadores genéticos.

Obtencién del ADN genémico

La extraccion de ADN gendmico se realizé a partir de sangre periférica mediante la
utilizacion del robot Chemagic Magnetic Separation Module 'y el kit de extraccion
Chemagic DNA Blood Kit special (10ml) (Chemagen AG, Baesweiler. Germany).

Este robot permite, en funcion del kit de extraccion utilizado, la extraccion
automatizada de acidos nucleicos a partir de muestras bioldgicas variadas como
sangre, saliva, heces, etc. El rendimiento de la extraccion a partir de 1ml de sangre
es de 20-40 microgramos de ADN de elevada pureza.

Esta tecnologia se basa en la utilizacion de particulas magnéticas que se unen
a los &cidos nucleicos de la muestra permitiendo su separacion mediante la
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atraccion de éstas por una barra metalica magnetizada. El protocolo de extraccion
de ADN a partir de sangre total consta de dos fases: una de lisis celular y otra de
purificacion del ADN. En esta ultima fase la barra magnética desplaza los &cidos
nucleicos, unidos a las particulas magnetizadas, por una serie de soluciones de
lavado constituidos por una base de etanol y una concentracion de sales decre-
ciente. En cada uno de los lavados el electroiman deja de imantar las particulas
magnetizables permitiendo que éstas, con el ADN adherido, queden en suspen-
sion en la solucion de lavado, para ser posteriormente recapturadas al magneti-
zarse de nuevo. Una vez finalizado el proceso de lavado, el ADN se separa de
las particulas magnéticas al entrar en contacto con el buffer de elucion. Todo el
procedimiento tiene una duracion de aproximadamente 50 min (http.//www.che-
magen.com/chemagic-star-kits.html).

En el IMID-Biobank la trazabilidad de las muestras y de los productos derivados
es un punto muy importante. Por este motivo se utiliza un sistema de identificacion
por c6digo unico para cada una de las donaciones incluidas en el biobanco ges-
tionado por una aplicacion informatica que asegura la trazabilidad de la muestra
en todo momento, desde su incorporacion al biobanco hasta la ubicacion de sus
productos derivados en los almacenes. Existen varias herramientas informaticas
de gestion de muestras para biobancos. En nuestro caso se utiliza una aplicacion
desarrollada por Vitrosoft SA (http.//www.vitrosoft.com/).

Para el almacenamiento de determinados productos, entre los que se encuentra el ADN,
se utilizan tubos identificados mediante cédigos bidimensionales que aseguran
la no corruptibilidad del sistema de identificacion a lo largo del tiempo y reducen
extraordinariamente la probabilidad de error durante la identificacion de las muestras.
En nuestro caso se utilizan unidades de almacenamiento del fabricante Micronic
(http://www.micronic.com/), aunque en el mercado existe una amplia variedad de
opciones.

ElI ADN, al igual que otros productos como son el plasma o la orina, una vez alma-
cenado se mantiene a -80°C y soélo en el momento en el que se necesita extraer
una alicuota, se mantiene a 4°C. Se mantiene un registro continuo de la tempe-
ratura a la que se encuentran las muestras mediante sondas de temperatura ins-
taladas en cada uno de los congeladores. La informaciéon de cada congelador es
remitida a un ordenador central en el que se almacena esta informacioén a modo de
registro histérico y para su posterior analisis en caso de ser necesario. El almacén
de las muestras cuenta con sistemas de alarma para detectar a tiempo posibles
interrupciones de energia o fallos en el funcionamiento de los equipos de conge-
lacion y permitir actuar de la manera mas adecuada para preservar los productos
almacenados en todo momento.
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Preparacion del ADN para el genotipado completo

Para la preparacion de las muestras de ADN para su analisis en la plataforma de
genotipado, se procedié a la localizacion de las muestras seleccionadas para el
estudio mediante la utilizacion de la aplicacion informatica de gestion del biobanco.
Una vez se obtuvo la relacion de los codigos, dos técnicos de laboratorio realizaron
la busqueda de las alicuotas en los almacenes del biobanco, manteniendo en todo
momento dichas alicuotas en un lecho de hielo. Utilizando la misma aplicacion
informatica y un escaner, se comprobaron los codigos de las alicuotas de ADN.

Se separd un pequefio volumen (20ul) de muestra y se transfirié al pocillo adecua-
do de una placa de 96 pocillos, que habia sido previamente disefiada y etiqueta-
day en la que se habian depositado 20ul de bdffer TE. De esta manera en cada
pocillo habia un volumen total de 40ul de soluciéon de ADN a una concentracion
de 50ng/ul.

En el disefio de la placa para el genotipado, realizado previamente, se buscé la
distribucion mas heterogénea posible de las muestras plaqueadas, intentando al-
ternar en la medida de lo posible las muestras de las diferentes enfermedades y
de los individuos control, minimizando asi posibles sesgos futuros.

La placa, una vez preparada, fue sellada y mantenida a -80°C hasta el momento
de su envio en hielo seco y transporte urgente para su analisis.

El IMID-Biobank proporcioné al centro de genotipado un archivo con la distribucion
de las muestras en la placa. El codigo identificador de las muestras enviadas fue
diferente al codigo original, para eliminar la posibilidad de identificacion de las
muestras por parte del centro de genotipado y preservar asi la identidad del do-
nante.

Eleccion de la plataforma para el genotipado completo

Un microarray de ADN (también conocido como un chip de ADN) es una disposi-
cion ordenada de diferentes sondas de ADN fijados a un sustrato sélido. En base a
la propiedad de hibridacion complementaria del ADN, cada grupo de sondas sélo
se une de forma especifica a sus secuencias complementarias. Por tanto, si una
muestra problema es marcada (i.e. radiacion, fluorescencia) se puede detectar su
nivel de hibridacion en el microarray. De esta forma, los microarrays de ADN se
utilizaron por primera vez a finales de los 90 para determinar la expresion génica de
un genoma (i.e. el transcriptoma) 2. Posteriormente, esta tecnologia se adapté
al analisis de la variacion genética o genotipado de polimorfismos de un unico
nucledtido o SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms). De esta forma, un dnico mi-
croarray puede actualmente genotipar mas de >1E6 SNPs diferentes o analizar la
expresion de todos los genes del genoma humano de forma rapida y simultanea.

Los SNPs son marcadores ideales para identificar genes asociados con enferme-
dades complejas por tres razones principales. Primero, los SNPs estan densamen-
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te ubicados en el genoma humano (1 SNP por aproximadamente 500-1000 pares
de bases). Segundo, existe un importante numero de plataformas comerciales
disponibles para el genotipado automatizado de SNPs 420330 Finalmente también
tienen la ventaja de tener una tasa muy baja de mutacion (i.e. son estables en el
tiempo).

Estas plataformas estan disefiadas para diferentes propdésitos y entre ellos difieren
en la seleccion de SNPs, en la reaccion quimica, en la sefial de deteccion, ren-
dimiento, costo y flexibilidad del ensayo . Las plataformas més utilizadas para el
genotipado son los microarrays de la plataforma Affymetrix (www.affymetrix.com)
(Santa Clara CA, EEUU) y de la plataforma /llumina (www.illumina.com) (San Diego
CA, EEUU). Generalmente, la quimica para el genotipado de SNPs puede ser di-
vidida en dos tipos basandose en los tipos de reaccion que permiten la deteccion
del SNPs: la hibridacion diferencial no enzimatica y la reaccién enzimatica ©'2). La
hibridacion diferencial se basa en el uso de sondas concordantes y parcialmente
discordantes que se unen a secuencias de ADN diana. El microarray Affymetrix
SNP emplea este principio. Por cada SNPs son utilizadas entre 4 a 6 sondas, pu-
diendo llegar a contener una alta densidad de sondas acomodadas en un solo
chip. La ultima plataforma de Affymetrix 6.0 contiene sondas de 906.600 SNPs y
un adicional de 946.000 sondas para evaluar las variaciones del nimero de copias
(Copy Number Variants 6 CNVs) (328.330),

Estos millones de sondas se hibridan con las secuencias de sus objetivos bajo las
mismas condiciones de temperatura y tampoén durante el mismo tiempo, lo cual
es ideal para la automatizacion de alto rendimiento de genotipado de SNPs. Sin
embargo, las sondas tienen que ser eficaces en la diferenciacion de las secuen-
cias coincidentes y no coincidentes. Esto impone unas restricciones para algunas
SNPs que estan ubicadas en regiones complejas del genoma. En consecuencia,
algunos SNPs no pueden ser estudiados, aunque sean SNPs funcionalmente im-
portantes como SNPs de regiones regulatorias 0 SNPs que producen un cambio
de aminoacido en la proteina (329330,

La tecnologia lllumina BeadArray (lllumina, San Diego, CA, US) utiliza la extension
del primer para distinguir los dos alelos del SNP. Estas plataformas se llaman Be-
adChips porque consisten en una matriz de cuentas de escala micrométrica, cada
una con una secuencia complementaria a una secuencia de un alelo especifico de
un SNPs. Después de la amplificacion del ADN, éste es hibridado con sondas de 50
bases de largo fijadas a los beads micrométricos caracteristicos de la plataforma
(Figura 4). Finalmente, una enzima lleva a cabo la extension de la secuencia fijada,
dando lugar a una sefnal fluorescente que es posteriormente registrada por un esca-
ner de alta resolucion. La cantidad de fluorescencia registrada se utilizara por tanto
para caracterizar el genotipo del individuo ¢

Otra diferencia importante entre estas dos plataformas es la estrategia utiliza-
da para la seleccion de los SNPs representativos del genoma. Una de ellas es
seleccionar al azar los SNPs que se encuentran relativamente espaciados uni-
formemente en todo el genoma, no teniendo en cuenta el DL que existe entre los
SNPs, como es el caso de la plataforma de Affymetrix. La otra técnica consiste
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en seleccionar “tag SNPs", basada en medidas de DL elegidos para maximizar la
cobertura. En este caso se utiliza la informacion de la base de datos del Proyecto
HapMap'y es la técnica utilizada por la plataforma de /llumina (326339,

Debido a esta diferencia entre ambas plataformas existe una diferencia significa-
tiva en cuanto a la cobertura entre los distintos chips a pesar de no tener diferen-
cias en cuanto al poder en forma significativa. Como un ejemplo, la cobertura en
la poblacion caucasica HapMap (r2 > 0,8) proporcionado por la Affymetrix 500K e
lllumina 600K son de 67% y 87% respectivamente, objetivandose una diferencia
del 22%.(3%0.331),

Figura 3: Ensayo de genotipado Infinium 1 GWAs
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El ensayo de genotipado Infinium 1, tiene 4 pasos principales (1) Amplificacion y fragmentacion del ADN gené-
mico. (2) Hibridacion de los segmentos de ADN objetivo a las sondas especificas de cada alelo. (3) Extension de
la secuencia fijada (4) Lectura. Adaptado del articulo de Steemers FJ et al (2005)
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Lugar de realizacion del genotipado completo

El genotipado del genoma completo se llevd a cabo en el Nodo del Centro Na-
cional de Anélisis Genético (CeGEN) ubicado en Madrid. Los datos brutos de
genotipado (ficheros binarios *.bsc) fueron enviados al Grup de Recerca de Reu-
matologia del Institut de Recerca del 'Hospital Universitari Vall d’Hebron, donde
se generaron los genotipos de SNPs. Los genotipos de SNPs fueron obtenidos
mediante el software GenomeStudio de lllumina. Todos los analisis estadisticos
asociados al analisis clinico y genético se llevaron a cabo en el GRR-IRHVH.

4.2.2.- Control de calidad del estudio de asociaciéon de genoma completo

El control de calidad de los GWAS es fundamental para asegurar la robustez de
los resultados de asociacion. El control de calidad se realiza a dos niveles: a nivel
del individuo y a nivel de los SNPs.

En primer lugar, se debe valorar la calidad de las muestras incluyendo solo aque-
llas muestras con un genotipado eficiente (>95% de los SNPs genotipados de
forma satisfactoria).

Una vez que las muestras que fallan el control de calidad son eliminadas, se eva-
luan los SNPs en forma individual segun los parametros de calidad para detectar
los posibles errores de genotipado que incluyen:

e | a proporcidon de las muestras en la que el SNP puede ser detectado (>95%)
¢ | a frecuencia del alelo menor
¢ | as desviaciones importantes del equilibrio Hardy-Weinberg (HW).

Los SNPs con MAF (Minor Allele Frecuency) bajos son mas propensos a error, ya
que al existir un menor numero de muestras dentro de un cluster de un genotipo,
los algoritmos de frecuencias utilizados podrian no funcionar en forma correcta
con alelos raros y esto puede conducir a la elevacion del error tipo | 331.332),

El equilibrio HW es una pieza clave cuando se estudian asociaciones entre poli-
morfismos genéticos y enfermedades. En estudios de casos y controles, los con-
troles tienen como funcion representar a la poblaciéon general no enferma (33 334,
El equlibirio HW es una ley de la genética poblacional que determina una relacion
matematica entre las frecuencias de los alelos de un marcador y la frecuencia de
los genotipos del mismo marcador. En ausencia de grandes cambios a nivel po-
blacional como procesos de seleccion natural o migraciones esta relacion debe
mantenerse. No obstante, en la practica el analisis del equilibrio de HW mas que
para el estudio genético poblacional se utiliza como un parametro de calidad del
genotipado. Si un SNP ha sido genotipado deficientemente es muy probable que
sus frecuencias alélicas y genotipicas sean aberrantes y dejen de cumplir el equi-
librio de HW &30,
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En resumen solo se consideraron los SNPs que eran detectados en »95%
de las muestras, las muestras con »95% del genotipado, una frecuen-
cia del alelo menor >5% y que esten en equilibrio Hardy Weinberg (P >
0.0001).

Estratificacién de la poblacion

Cuando dos o0 mas poblaciones han sido separadas por las fronteras geogréficas
o culturales durante muchas generaciones, las mutaciones espontaneas, las pre-
siones diferenciales de seleccion y otros factores pueden dar lugar a diferencias
de frecuencia alélica entre las poblaciones. Si estas poblaciones genéticamente
diferenciadas posteriormente conviven en una misma area geografica, pueden dar
lugar a problemas en los estudios genéticos. Por ejemplo, si existen dos subpo-
blaciones con ancestros genéticos muy diferenciados y se incluyen proporciones
de éstas diferentes en los grupos caso y control, es muy probable que aparezcan
diferencias en las frecuencias alélicas. Sin embargo, estas diferencias se deberan
muy probablemente a la variacion ancestral caracteristica de cada subpoblacion
y no tendran relacion con la enfermedad a estudio. Este fendmeno se conoce como
estratificacion poblacional y puede enmascarar verdaderas asociaciones entre el geno-
tipo y el fenotipo y producir tanto resultados falsos negativos como positivos (335 3%6),

La estratificacion de la poblacion es una de las mayores preocupaciones en los
estudios de enfermedades complejas y prevalentes como la AR. Sin embargo en
los estudios GWAS, el alto nUmero de marcadores analizados permite identificar
con claridad la existencia de estratificacion y eliminar su efecto negativo del estu-
dio.

En primer lugar, se suele calcular un estadistico diagnéstico llamado factor de infla-
cion A. Este factor de inflacion se obtiene del promedio de tests estadisticos de todo
el genoma. En los casos que existe estratificacion este promedio se vera aumentado
y alejado del valor nulo que es 1.

Otra estrategia muy potente para el estudio de la estratificacion es el analisis de los
componentes principales (Principal Component Analysis o PCA). EI PCA es un mé-
todo matematico para la reduccion de la dimensionalidad, que permite identificar
los ejes principales de variacion de un conjunto de datos. En el presente estudio
se ha utilizado el método Eigenstrat para llevar a cabo este analisis ¢, Mediante el
analisis de una seleccion de marcadores independientes representativos de todo
el genoma (i.e. ~100.000 SNPs) se calcula el PCA para obtener los principales ejes
de variacion de la muestra (i.e. los componentes principales). En general, se ha obser-
vado que el primer y segundo componente principal tienen una fuerte correlacion con
la ubicacién geografica en Esparia ©'® y en Europa en general %), Una vez se han
obtenido los componentes principales, éstos pueden ser utilizados como variables de
ponderacion en el andlisis de asociacion.
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Representacion de los SNPs

En el presente estudio también se tuvo en cuenta como control de calidad la repre-
sentacion de cada SNP en cada cluster. Los datos de cada SNP pueden ser repre-
sentados, segun la intensidad de la sefal de cada alelo, A vs B, donde cada punto
representa un individuo diferente. Si el procedimiento se ha realizado correctamente
los individuos se ubican en los diferentes tres genotipos posibles representados
por los tres diferentes clusters, de los cuales el del centro representa a los indivi-
duos heterozigotos, tal y como se observa en la figura 4.

Figura 4: Distribucion de intensidades y genotipos asignados para 2 SNPs diferentes
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En estos dos gréaficos se muestran las intensidades en coordenadas polares de dos SNPs. Cada punto repre-
senta un individuo y los colores el genotipo que le ha sido asignado. Cuando el genotipo de un individuo no
puede asignarse con una alta fiabilidad éste se excluye del analisis posterior. Si los individuos con genotipo no
asignado (color negro) superan el 5% del total la SNP se excluye del estudio en el control de calidad.

4.2.3.- Analisis estadistico de los biomarcadores genéticos

Para el anélisis de los biomarcadores genéticos se ha considerado la metodologia
de los tres estudios GWAS publicados previamente y se ha optado por realizar el
analisis de asociacion considerando dos variables: el ADAS28 y la respuesta clini-
ca que se basa en los criterios de respuesta EULAR, tal y como hemos comentado
en el apartado de variables analizadas. También se realizd un analisis funcional tal
como lo describe Krintel et al utilizando el programa GSEA (Gene Set Enrichment
Analysis) como otra estrategia de analisis en nuestro estudio GWA.

En relacion a la primera estrategia existe una amplia metodologia para el estudio
de loci asociados a rasgos cuantitativos o QTLs (i.e. Quantitative Trait Loci). Para
el presente estudio se utilizé el ADAS28 como una variable continua dependiente
y se realiz6 el analisis por medio del test de regresion lineal utilizando el software
de analisis gendmico PLINK versiéon 1,07 %8, Para este andlisis se considero el
DAS28 (SB) dentro del modelo de regresion lineal y asi controlar el potencial sesgo
que esta covariable pueda tener en los resultados de asociacion. No se incluyd
ninguna otra variable epidemioldgica, clinica o seroldgica en este analisis.
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Se optd por este andlisis ya que, en estudios donde el tamafio muestral es relati-
vamente pequefio en comparacion al numero de variables estudiadas (como los
GWAS), el uso de variables continuas en lugar de variables dicotémicas puede
permitir aumentar el poder estadistico del estudio. Cabe destacar que todos los
GWAS de respuesta anti-TNFa realizados hasta la fecha han utilizado esta misma
estrategia para aumentar la capacidad de cribado.

La segunda estrategia utilizada, considerando su aplicabilidad en la préactica cli-
nica diaria, fue el analisis de asociacion de los SNPs con respecto a la respuesta
clinica basada en la utilizacion de los criterios EULAR de respuesta tal y como se
realiza en el estudio de Liu et al y en el de Krintel et al. Para este analisis se utilizd
el test estadistico de asociacion alélica x2. La direccion y tamafio del efecto gené-
tico fue representada por el OR, que se calculd en base al alelo menor y al riesgo
de no respuesta.

En la actualidad se considera una asociacion significativa a nivel genémico aquella
asociacion con un valor P nominal igual o inferior a 5E-08. Este nivel de signifi-
cacion es mayor que el de una correccion de Bonferroni por el numero de SNPs
analizadas en nuestro caso y por tanto es muy conservadora. Por este motivo en
este estudio, se consideraron también como de interés aquellos SNPs con una
significacion P < 5E-04.

Posteriormente se realizd la seleccion de los SNPs candidatos teniendo en cuenta
las siguientes consideraciones:

e Aquellos SNPs que alcanzaron un valor de significacion de P < 5E-04, en ambos
modelos de analisis utilizados (i.e. ADAS28 y respuesta clinica EULAR).

e Aquellos SNPs que alcanzaron un valor de P < 5E-4 en alguno de los modelos
de analisis y que estuvieran situados en /oci funcionalmente asociados a la fi-
siopatologia de la AR.

e Aquellos SNPs que alcanzaron un valor de P < 5E-04 en alguno de los modelos
de andlisis y que fueran SNPs no sinénimos (i.e. SNPs que dan lugar a un cambio
de aminoacido).

En un estudio de asociacion de genoma completo los SNPs son el elemento princi-
pal sobre el que se efectua todo el analisis estadistico de asociacion. No obstante
existen otras opciones para evaluar asociaciones a nivel gendémico. Una de ellas
es el andlisis de enriquecimiento de vias génicas (GSEA), que fue la tercera estra-
tegia utilizada. El objetivo de esta estrategia fue detectar conjuntos de genes fun-
cionalmente relacionados asociados con el fenotipo. Este tipo de analisis se inicia
seleccionando, dentro del conjunto de SNPs genotipados en cada gen, aquellos
que han resultado més asociados al fenotipo estudiado.

Una vez que se obtiene este estadistico representativo de cada gen, se calcula
un score basado en la evaluacion conjunta de los estadisticos de asociacion de
todos los genes que integran una via génica. Finalizado el analisis se seleccionan
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aquellas vias génicas asociadas al ADAS28 y a la respuesta EULAR con un valor
de P<5E-02.

Este score evalua la sobrerrepresentacion de una via o grupo génico en el con-
junto de SNPs mas asociados respecto el conjunto de SNPs menos asociados. El
método cuantifica la aleatoriedad de cada observacion y, por tanto, permite esti-
mar un valor P de significacion.

Correccion de test multiples

Probablemente el mayor desafio en los estudios genéticos a gran escala proviene
del analisis de multiples test (cientos de miles de test) de donde pueden provenir
muchos resultados significativos fruto del azar lo que dificulta diferenciar las sefia-
les verdaderas de la variacion aleatoria (%28 330,

El problema de los test multiples se presenta porque, si muchas hipétesis son ana-
lizadas simultaneamente, algunos de los test estadisticos podrian dar resultados
llamativamente extremos, aumentando la probabilidad de rechazar la hipotesis
nula aunque esta sea falsa. El analisis de multiples test debe estar disefiado para
ejercer el control sobre todo el conjunto de hipdtesis, para evitar que estudios de
este tipo arrojen resultados que pueda atribuirse a la casualidad 39,

Para evitar este problema, se han desarrollado diferentes métodos estadisticos o
correcciones. Una de las correcciones por test multiples mas comunes es la co-
rreccion de Bonferroni y consiste en dividir el nivel de significacion (i.e. alfa) por
el numero de tests analizados. Esta correccion es muy conservadora y, en estu-
dios con un gran numero de variables como los GWAS, puede dar lugar a nume-
rosos falsos negativos. Por este motivo, muchos estudios GWAS han optado por
seleccionar los SNPs mas significativos (aunque no superen la correccion de
Bonferroni) y han llevado a cabo un estudio de replicacion. En el estudio de
replicacion una o varias cohortes independientes de individuos son utiliza-
das para validar la asociacion original. En este caso, y dado el bajo nimero de
SNPs, la probabilidad de validar la asociacion original es muy superior (339 313),

Cuando se efectua mas de un contraste estadistico en el analisis de los datos, el cri-
terio aplicado por la mayoria de los investigadores es el de “ajustar” o “corregir” el
nivel de significacion (inicialmente P<5E-02) dependiendo del nimero de contrastes
efectuado. En nuestro estudio hemos utilizado este método para definir las asocia-
ciones estadisticamente significativas.

Softwares de analisis utilizado

El programa informatico utilizado para el analisis de asociacion entre los SNPs y
la respuesta fue PLINK version 1.07 (http.//ongu.mgh.harvard.edu/~purcell/plink/
download.shtml). PLINK es un software de analisis genémico de codigo abier-
to que permite llevar a cabo multiples analisis asociados a los estudios GWAS.
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PLINK permite llevar a cabo diferentes analisis de control de calidad, estratifica-
cion y asociacion estadistica. A su vez, esta programado en el lenguaje C++
lo que le confiere la rapidez de calculo necesaria para los estudios GWA (38,

La imputacion de genotipos se realizé con el programa MACH 1.0 (www.Markov
Chain Haplotyping algorithm). El método utilizado por este software se basa en
un modelo de Markov para fasear e imputar genotipos a partir de un panel de
haplotipos de referencia. Iterativamente, el programa va actualizando para cada
muestra las probabilidades de cada uno de los genotipos ausentes, utilizan-
do una estimacién de sus haplotipos en funcion de los de referencia. Para esta
imputacion se utilizd el panel de referencia de muestras HapMap de origen euro-
peo (Hapmap2 CEU r22) y 100 iteraciones ¢4,

Para aplicar el analisis GSEA se ha utilizado la version de Wang et al. (www.open-
bioinformatics.org/gengen) conjuntamente con dos sets de vias génicas: Pathway-
Commons (www.pathwaycommons.org; Octubre 2011) y Reactome (www.reacto-
me.org; version 41). Se realizaron dos analisis diferentes, el primero utilizando
los valores de asociacion obtenidos con la respuesta EULAR (x?) y el segundo
con los obtenidos a partir del analisis de regresion utilizando el ADAS28 como
respuesta y el DAS28 (SB) como covariable. A cada gen se le mapearon las
SNPs a menos de 50kb de distancia y se excluyeron aquellas vias génicas con
menos de 10 o mas de 300 genes. Finalmente se procedio al anélisis tal y como se
describe en el estudio publicado por Want et al. ¢42 aplicando 1,000 iteraciones
para el calculo de los estadisticos de asociacion y se elaboré una lista de vias gé-
nicas potencialmente asociadas a la respuesta al tratamiento anti-TNFa.

4.3.- Replicacion de loci asociados a la respuesta identificados en este
estudio y publicados anteriormente

El desafio de los estudios de GWAS es identificar los resultados verdaderos positi-
vos de un gran numero de falsos positivos. Para este objetivo suele emplearse un
estudio adicional de replicacion de las sefales de asociacion mas fuertes utilizan-
do una cohorte independiente (343:344.345),

El pequefio tamano muestral es el problema mas frecuente en los estudios de
asociacion genética y puede dar lugar a un insuficiente poder de replicacion. En
nuestro estudio hemos calculado el poder de replicacion de los SNPs candidatos
seleccionados siguiendo las consideraciones comentadas anteriormente y se rea-
liz6 el calculo del poder para una muestra de 267 pacientes (cohorte de pacientes
con terapia anti-TNFa disponible actualmente para replicacion) y 564 pacientes (el
doble de la cohorte disponible), a fin de definir la poblacion mas adecuada para
el estudio de replicacion que realizaremos en un proyecto futuro. A partir de esta
evaluacion del poder estadistico, se seleccionaron los SNPs candidatos para re-
plicacion. En la actualidad se considera que solo deberian ser analizados aquellos
SNPs cuyo poder de replicacion estimado sea superior al 80%.

110



AR-antiTNFa BIOMARCADORES DE RESPUESTA

Al igual que con el estudio de los biomarcadores clinicos se realizé una busqueda
exhaustiva en la literatura sobre los SNPs anteriormente publicados como SNPs
candidatos asociados a la respuesta al tratamiento anti-TNFa en la AR (230, 270,290,292,
824,325 con el objetivo de validar estos hallazgos.

Se seleccionaron los SNPs candidatos de los 3 estudios GWAS publicados previa-
mente y comentados en la introduccién, ademas de los SNPs analizados en dos
estudios de genes candidatos que evaluaban los SNPs asociados a la respuesta
al tratamiento anti-TNFa. Para la replicacion de estos SNPs se realizé el estudio de
asociacion utilizando los dos modelos utilizados en el anélisis de nuestro estudio
de GWAS. Los SNPs que resultaron significativos en el analisis con el ADAS28 y/o
la respuesta clinica EULAR, se re-analizaron utilizando la misma estrategia que en
el estudio original, a fin de confirmar la asociacion. El valor de P considerado como
punto de corte para la significacion estadistica fue el resultado de la correccion
Bonferroni especifica en cada estudio.

4.3.1.- Imputacion

Existen méas de 10 millones de SNPs , por lo que actualmente los estudios GWAS
solo examinan una fraccion de estas. La existencia de DL y la caracterizacion
exhaustiva de genomas de referencia por el proyecto HapMap han permitido el
desarrollo de técnicas estadisticas de imputacion. La imputacion es el término uti-
lizado para describir el proceso de estimar el genotipo de SNPs que no han sido
directamente genotipadas en el estudio. Estas técnicas se han demostrado muy
robustas y permiten aumentar el poder de cribado de los GWAS y, consecuente-

mente, aumentar la probabilidad de identificar SNPs asociadas al rasgo de interés
(346, 347)

En este proyecto de tesis se utilizd la imputacion especificamente para la validaci-
on de ciertos SNPs asociados a la respuesta, que estuvieran ausentes en nuestra
plataforma de genotipado, identificados en otros estudios previamente publica-
dos. El punto de corte utilizado para definir la significacion de las asociaciones
entre los SNPs y la respuesta, fue de P<5E-02 con la respectiva correccion de
Bonferroni.

La imputacion fue utilizada para la identificacion de los SNPs asociados con la
respuesta al tratamiento anti-TNFa no disponibles en nuestro chip publicados en
el estudio de GWA de Plant et al, que utilizd la plataforma Affymetrix GeneChip y
para ciertos SNPs identificados en los estudios de SNPs candidatos publicados
por Cui et al %30y Potter et al 2%,
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RESULTADOS
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1.- Analisis global de la cohorte

En el proyecto PSE IMID-Kit se incluyeron 2.310 pacientes con AR procedentes de
13 Servicios de Reumatologia de diferentes hospitales universitarios espafioles.
A partir de esta cohorte en el presente proyecto de tesis doctoral se incluyeron
628 pacientes con AR gue habian recibido tratamiento con terapia anti-TNFa. La
obtencion de las variables epidemioldgicas, clinicas y serolégicas se realizd por
medio de los cuestionarios epidemioldgicos y clinicos especificos para la AR ante-
riormente descritos. En el conjunto global de pacientes del proyecto PSE IMID-Kit
atraveés de las medidas de seguimiento y control de calidad previamente descritos
se consiguié un 90% de cumplimentacion de los diferentes cuestionarios clinicos
y epidemioldgicos.

En la tabla siguiente se observa el porcentaje de cumplimentacion de cada una
de las variables que han sido analizadas en el presente proyecto.

Tabla 21. Cumplimentacion de las variables incluidas en el estudio

Variables del cuestionario epidemiologico* Datos cumplimentados
Género 628/628 (100%)
Nivel de estudios 581/628 (92%)
Tabaco 598/628 (95%)
Consumo de alcohol 609/628 (97%)

Variables del cuestionario clinico-AR *

FR 625/628 (99%)
Anti-CCP 592/628 (94%)
Aftios de evolucion de la enfermedad 628/628 (100%)

previos al inicio del tratamiento anti-TNFa

Edad al inicio del tratamiento anti-TNFa 609/628 (97%)

N° de FAMES previos a la inclusién en el estudio 627/628 (99%)

N° de comorbilidades previas a la inclusion en el estudio 627/628 (99%)
DAS28 (SB) 628/628 (100%)

DAS28 (S12) 628/628 (100%)

Tipo de tratamiento anti-TNFa 628/628 (100%)

* Variables del cuestionario clinico y epidemiologico definidas en las paginas 97, 98, 99 del apartado de metodolo-
gia SB: semana basal, S12: semana 12, FAMES: farmacos modificadores de la enfermedad.
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Las caracteristicas epidemiologicas, clinicas y serologicas de los pacientes inclui-
dos en este estudio se describen en la tabla 22.

Tabla 22. Caracteristicas epidemioldgicas, clinicas y serolégicas de la cohorte a estudio

Variables* n (%)
Género Masculino 106/628 (17%)
Femenino 522/628 (83%)
Nivel de estudios Basico 354/581 (61%)
Medio/Alto 227/581 (39%)
Tabaco Fumador activo 156/598 (26%)
Exfumador 109/598 (18%)
No Fumador 333/598 (56%)
Consumo de Alcohol Si 450/609 (74%)
No 159/609 (26%)
Tratamiento Infliximab 218/628 (35%)
Etanercept 251/628 (40%)
Adalimumab 159/628 (25%)
Autoanticuerpos FR positivo 489/625 (78%)
Anti-CCP positivo 431/592 (73%)
N° de FAMES previos =2 295/627 (47%)
N° de comorbilidades previas =2 94/627 (15%)
Afios de evolucion de la enfermedad 9,4%7,8
Edad al inicio del tratamiento anti-TNFa 52,9412
DAS28 (SB) 55411
DAS28 (S12) 3,9+1,4
ADAS28 1,6%1,3

*Variables del cuestionario clinico y epidemiologico definidas en las paginas 97, 98, 99 del apartado de me-
todologia SB: semana basal, $12: semana 12, FAMES: farmacos modificadores de la enfermedad. Para las
variables dicotémicas se calculd las frecuencias y para las continuas las medias y la DE.

La media de la edad de los pacientes al inicio del tratamiento anti-TNFa fue de
52+12 afos, 17% de los pacientes fueron del género masculino y 83% del genero
femenino con una ratio de 1:5. En relacion al consumo de tabaco al inicio del tra-
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tamiento anti-TNFa se observd que de un total de 598 pacientes, 156 pacientes
(26%), eran fumadores activos y 333 pacientes (56%) eran no fumadores. El ante-
cedente de consumo de alcohol previo a la inclusion en el estudio se objetivo en
450 pacientes de un total de 609 (74%).

Los resultados relativos al nivel de estudios y a la presencia de otras enferme-
dades concomitantes se presentan en la tabla 2.

El valor de la media del tiempo de evolucion de la enfermedad y de la edad al
inicio del tratamiento fueron de 9,4 = 7,8 y 52,9 +12, respectivamente. Se observo
que de un total de 625 pacientes, 489 pacientes (78%) tenian el FR positivo y de
592 pacientes un 73% eran positivos para los anticuerpos anti-CCP. En relacion
a la presencia de ambos anticuerpos, 373 pacientes (62%) presentaban ambos
anticuerpos positivos al mismo tiempo. En contraposicion solo 71 (11,5%) tenian
ambos anticuerpos negativos en el momento del estudio.

En relacion al tratamiento anti-TNFa se observé que el tratamiento mas utilizado
en primera linea fue el ETA en 251 pacientes, seguido por el tratamiento con IFX
en 218 pacientes y con adalimumab en 159 pacientes. Los valores de la media del
indice DAS28 a la semana basal y a la semana 12 del tratamiento, asi como el valor
de la media del ADAS28 se describen en dicha tabla.
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2.- Analisis en funcién del tratamiento anti-TNFa

Las caracteristicas epidemiolégicas, clinicas y serologicas de los pacientes in-
cluidos en este estudio en funcion del tratamiento anti-TNFa se describen en la

siguiente tabla.

Tabla 23. Caracteristicas epidemiolégicas, clinicasy serolégicas en funcion del tratamiento

anti-TNFa
Variables IFX (%) ETA (%) ADA (%) P
Género Masculino 33/218 (15%) 46/251 (18%) 27/159 (17%) 0,85
Femenino 185/218 (85%) 205/251 (82%) 132/159 (83%)
Nivel de Basico 117/202 (58%) 144/234 (62%) 93/145 (64%) 0,49
estudios
Medio/Alto 85/202 (42%) 90/234 (38%) 52/145 (36%)
Tabaco Fumador/ 89/209 (43%) 106/239 (44%) 69/149 (46%) 0,78
Exfumador
No Fumador| 120/209 (57%) 136/239 (56%) 80/149 (54%)
Consumo de Si 153/211 (73%) 187/245 (76%) 110/153 (72%) 0,53
Alcohol
No 58/211 (27%) 58/245 (24%) 43/153 (28%)
FR + 162/218 (74%) 201/250 (80%) 126/157 (80%) 0,22
- 56/218 (26%) 49/250 (20%) 31/157 (20%)
anti-CCP + 150/205 (73%) 163/238 (68%) 118/149 (79%) 0,07
- 55/205 (27%) 75/238 (32%) 31/149 (21%)
Edad al inicio del trata- 51,9+ 11 52,7 £12,9 54,7 11,3 0,07
miento anti-TNFa
Afios de 92+6,6 9,6 +8,2 9,3+8,8 0,87
evolucién de la
enfermedad
N°de FAMES previos 28+1,7 2,4+1,6 19+1,4 3,48E-06
N° de comorbilidades 06+0,9 0,6+0,9 06+0,9 0,87
previas
DAS28 (SB) 58+1,2 55+1,2 52+1,0 1,6E-05

*Variables del cuestionario clinico y epidemioldgico definidas en las paginas 97, 98, 99 del apartado de metodo-
logia. SB: semana basal, $12: semana 12, FAMES: farmacos modificadores de la enfermedad. Para las variables
dicotémicas se calculd las frecuencias y para las continuas las medias y la DE. Para la comparacion de las variables
dicotémicas se utilizé el test de x? y para las continuas se utilizé el test de ANOVA.
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En relacion a las caracteristicas epidemiolégicas (i.e.género, nivel de educacion,
habito tabaquico y consumo de alcohol) los resultados fueron similares en los tres
grupos de tratamiento.

El valor de la media de los afios de evolucion de la enfermedad y de la edad al
inicio del tratamiento anti-TNFa y los resultados relativos a las comorbilidades se
observan en la tabla 3.

El porcentaje de pacientes con FR positivo y negativo fue similar en los tres grupos
de tratamiento, al igual que el porcentaje de pacientes con anticuerpos anti-CCP
positivos y negativos.

Se observaron diferencias estadisticamente significativas entre el valor de
las medias del numero de FAMES previos entre los tres tratamientos anti-TNFa
(P=3,48E-06).

En relacion al DAS28 (SB) se observd una diferencia estadisticamente significa-
tiva (P=1,6E-05) al comparar las medias de los tres grupos de tratamiento. Los
pacientes tratados con IFX presentaron un valor de la media del DAS28 (SB) méas
elevado en comparacion con los pacientes que recibieron los otros tratamientos.
A diferencia de los pacientes tratados con ADA presentaron un valor de la media
del DAS28 (SB) mas bajo en comparacion con los otros tratamientos, tal y como se
observa en el grafico 5.

Grafico 5. DAS28 a la semana basal en funcién del tratamiento anti-TNFa
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En el grafico box-plot, la linea del centro de cada rectangulo representa la mediana. Las lineas superior e inferior
representan el tercer cuartil y el primer cuartil. Los extremos de las lineas que salen de la caja son los valores que
delimitan el 95% central de los datos, En este gréafico se puede observar que la mediana del DAS28 (SB) de los
pacientes tratados con IFX era superior que la de los pacientes con los otros tratamientos.
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3.- Analisis de los biomarcadores no genéticos de res-
puesta al tratamiento anti-TNFa

3.1.- Biomarcadores no genéticos de respuesta

Utilizando los criterios que se han descrito previamente, se observo que 464 pacien-
tes (74%) cumplian el criterio de respondedor (i.e. bueno y moderado) y 164 pacien-
tes (26%) cumplian el criterio de no respondedor a la semana 12 del inicio del trata-
miento anti-TNFa. Entre los pacientes respondedores se objetivd que 199 pacientes
(43%) fueron tratados con ETA, 124 pacientes (27%) con ADA y 141 pacientes (30%)
con IFX, observandose un predominio de pacientes respondedores tratados con ETA
(P=2,3E-02). Entre los pacientes que no alcanzaron la respuesta clinica se observo
que 77 pacientes (47%) fueron tratados con IFX, 52 pacientes (32%) con ETA 'y 35 pa-
cientes (21%) con ADA observandose un predominio de pacientes no respondedores
tratados con IFX (P=1,2E-03), tal y como se observa en la tabla 24.

Tabla 24. Respuesta clinica en funcion del tratamiento anti-TNFa

Tratamiento Respondedor No Respondedor P OR IC95%

Infliximab (%) 141/218 (65 %) 77/218 (35%) 1,2E-03 1,93 1,30-2,88
Etanercept (%) 199/251 (79 %) 52/251 (21%) 2,3E-02 | 0,62 0,41-0,93
Adalimumab (%) 124/159 (78 %) 35/159 (22%) 3,2E-01 | 0,79 0,49-1,26

Los valores de P son resultado del andlisis univariante, OR = odds ratio estimado a la no respuesta

En relacién a la respuesta observada en cada grupo de tratamiento, el 79% de los
pacientes tratados con ETA fueron respondedores y el 21% de los pacientes fue-
ron no respondedores. En el grupo tratado con IFX el 65% de los pacientes fueron
respondedores y el 35% fueron no respondedores. Los porcentajes de pacientes
respondedores y no respondedores del grupo de pacientes tratados con ADA se
observa en el gréfico 6.
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Grafico 6. Respuesta clinica en funcion del tratamiento anti-TNFa
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3.1.1.-Asociacién de las variables epidemiolégicas, clinicas y serolégicas con
la respuesta

En latabla 25 se observan las variables epidemioldgicas, clinicas y seroldgicas del
grupo de pacientes respondedores y no respondedores al tratamiento anti-TNFa.

En el grupo de respondedores, 380 pacientes (82%) fueron de género femenino
y 84 pacientes (18%) de género masculino. El 42 % de estos pacientes tenian un
nivel de estudio medio-alto y el 58% de los pacientes un nivel de estudio basico.
En este grupo de pacientes, 206 pacientes (46%) eran fumadores o exfumadores
al inicio de la terapia anti-TNFa, mientras que 236 pacientes (54%) eran no fuma-
dores. El consumo de alcohol fue positivo en el 73% de los pacientes en el grupo
de los pacientes respondedores.

En relacion a las variables clinicas del grupo respondedor, el valor de la media de
la edad y de los afios de evolucion al inicio del tratamiento anti-TNFa fue de 52,8
+12 y de 9,5+8, respectivamente. El valor de la media del DAS28 (SB) de los pa-
cientes respondedores fue de 5,5 +1,1. Los resultados relativos al nimero de FA-
MES, de comorbilidades y a las caracteristicas seroldgicas se observan en la tabla
25.
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Tabla 25. Caracteristicas epidemiolégicas, clinicas y seroldgicas en funcion de la respuesta
al tratamiento anti-TNFa

Analisis Analisis
Variables* Respondedor | No Respondedor| Univariante |Multivariante
P P
OR (95% CI) OR (95% CI)
Género Masculino 84/106 (79 %) 22/106 (21 %) 1,7E-01 5,9E-01
(%) 0,70 (0,42-1,16) | 0,84 (0,45-1,57)
Femenino 380/522 (73 %) 142/522 (27 %)
Nivel de Basico 249/354 (70 %) 105/354 (30 %) 8.6E-03 3,4E-02
estudios 0,59 (0,39-0,87) | 0,61 (0,38-0,96)
(%) Medio/Alto | 182/227 (80 %) 45/227 (20 %)
Tabaco Fumador/ 206/265 (78 %) 59/265 (22 %) 6,2E-02 4,9E-01
(%) Exfumador 1,43 (0,98-2,08) | 1,18 (0,73-1,90)
No Fumador | 236/333 (71 %) 97/333 (29 %)
Consumo de Si 327/450 (73 %) 123/450 (27 %) 2,5E-01 4,9E-01
Alcohol 1,29 (0,84-1,97) | 1,19 (0,73-1,93)
(%) No 123/159 (77 %) 36/159 (23 %)
FR Positivo 358/489 (73 %) 131/489 (27 %) 4,4E-01 3,5E-01
(%) 1,19 (0,76-1,85) | 1,28 (0,76-2,17)
Negativo 104/136 (76 %) 32/136 (24 %)
Anti-CCP Positivo 316/431 (73 %) 115/431 (27 %) 3,6E-01 3,3E-01
(%) 1,22 (0,80-1,86) | 1,28 (0,78-2,09)
Negativo 124/161 (77 %) 37/161 (30 %)
Edad al inicio del 52,812 53,111 7,4E-01 4,9E-01
tratamiento anti-TNFa 1,00 (0,99-1,02) | 0,99 (0,97-1,01)
Afios de evolucion 9,548 9,317,4 7.9E-01 1,8E-01
de la enfermedad 1,00 (0,97-1,02) | 0,98 (0,95-1,01)
N°de FAMES previos 2,3741,6 2,76%1,6 9,9E-03 2,0E-02
1,15 (1,03-1,28) | 1,17 (1,02-1,33)
N° de comorbilidades 0,58+0,9 0,64+0,9 4,6E-01 7,6E-01
previas 1,07 (0,89-1,30) | 1,04 (0,82-1,30)
DAS28 (SB) 5,541,1 5,4+1,2 5,0E-01 5,4E-02

0,95 (0,81-1,11)

0,84 (0,70-1,00)

*Variables del cuestionario clinicoy epidemiolégico definidas enlas paginas 97, 98, 99 del apartado de metodologia.
SB: semana basal, $12: semana 12, FAMES: farmacos modificadores de la enfermedad. Para las variables dicoto-
micas se calculd las frecuencias y para las continuas las medias y la DE. Los valores de Pson resultados del analisis
realizado con el test de regresion logistica univariante y multivariante. OR = odds ratio estimado a la no respuesta.
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En el grupo de pacientes no respondedores 142 pacientes (87%) eran de géne-
ro femenino y 22 pacientes (13%) eran de género masculino. El 30 % de estos
pacientes tenian un nivel de estudio medio-alto y el 70% de los pacientes un nivel
educativo basico. El 38% de los pacientes eran fumadores o exfumadores al inicio
de la terapia anti-TNFa, mientras que el 62% nunca habia fumado. El consumo
de alcohol fue positivo en el 77% de los pacientes del grupo de pacientes no res-
pondedores.

El valor de la media de la edad y de los afios de evolucion al inicio de la terapia
bioldgica fue 53,1+11 y de 9,3+7,4, respectivamente. El valor de la media del in-
dice DAS28 (SB) fue de 5,4 +1,2. Los resultados relativos al niumero de FAMES, de
comorbilidades y de autoanticuerpos se observan en la Tabla 25.

En relacion a las variables epidemioldgicas se observd que el nivel de estudios
medio-alto se asociaba de forma significativa con la respuesta clinica tanto en el
analisis univariante (P=8.6E-03, OR (1C95%)=0,59 (0,39-0,87)) como en el multiva-
riante (P=3,4E-02, OR (IC95%)=0,61 (0,38-0,96)). No se observé ninguna asocia-
cion significativa entre las otras variables epidemioldgicas y la respuesta clinica.

Entre las variables clinicas, se objetivé que el nimero de FAMES previos estaba aso-
ciado de forma inversa con la respuesta tanto en el analisis univariante (P=9,9E-03,
OR (IC95%)=1,15 (1,03-1,28)) como en el andlisis multivariante (P=2,0E-02, OR
(IC95%)=1,17 (1,02-1,33)). Tal y como se observa en la tabla 25 ninguna de las otras
variables clinicas o serolégicas estuvo asociada con la respuesta al tratamiento.

3.1.2.- Asociacion de las variables epidemioldgicas, clinicas y serolégicas
con la respuesta en funcién del tratamiento anti-TNFa

Las caracteristicas epidemioldgicas, clinicas y serologicas segun el tratamiento
anti-TNFa se observan en la tabla 26 y la asociacion de éstas con la respuesta
clinica se observan en la tabla 27. En relaciéon al habito tabaquico, en el grupo
de pacientes tratados con ETA, se observd una asociacion significativa entre los
pacientes no fumadores y el grupo de pacientes no respondedores, pero solo en
el analisis univariante (P=1,0E-02, OR (IC 95%) 2,44 (1,24-4,81)). Evaluando esta
asociacion y controlando por cada una de las demas covariables, se pudo deter-
minar que las variables de confusion de esta asociacion eran el género y los anti-
cuerpos anti-CCP. Utilizando ambas variables en el modelo de regresion logistica
la significacion de la asociacion con el habito tabaquico desaparecio.

El nivel de estudios medio-alto se asocid de forma significativa a la respuesta en
el grupo de pacientes tratados con ETA en el analisis univariante (P=1,1E-02, OR
(IC95%)=0,39 (0,19-0,81)) y esta asociacion se mantuvo al incorporar las demas
covariables en el analisis multivariante (P=4,1E-02, OR (1C95%) 0,40 (0,16-0,96)).

En el analisis univariante y multivariante, el género y el consumo de alcohol no se
asociaron a la respuesta clinica, en ninguno de los tres grupos de tratamiento, tal
y como se observa en la tabla 27.
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En relacion a las variables serologicas, se observd que en el grupo de pacientes
tratado con IFX, el FR positivo se asocio al grupo de pacientes no respondedores
tanto en el anélisis univariante (P=5,5E-03, OR (IC95%)=2,81 (1,36-5,84)) como en
el multivariante (P=3.8E-03, OR (IC95%)=3,63 (1,52-8,67)). Los pacientes tratados
con ADA y que presentaban anticuerpos anti-CCP positivos presentaron una peor
respuesta clinica en comparacion con los pacientes con anti-CCP negativos en el
analisis multivariante (P=2,6E-02, OR (1C95%)=6,36 (1,25-32,37)).

En el grupo de pacientes tratados con IFX se observd una asociacion inversa entre
el numero de FAMES previos y la respuesta clinica, aunque la magnitud de esta
asociacion fue minima y solo se observo en el andlisis univariante (P=4,0E-02, OR
(1C95%) 1,19 (1,01-1,39)).

Los resultados relativos a los afos de evolucion y en la edad de los pacientes al
inicio del tratamiento anti-TNFa se observan en la tabla 27.

En el analisis multivariante se observd que el indice DAS28 (SB) presentaba una
asociacion con la respuesta (P=1,9E-02, OR (IC95%) 0,55 (0,33-0,91)) pero solo
en el grupo de pacientes tratados con ADA.
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Utilizando los criterios que se han descrito previamente, se observd que de 628
pacientes, 127 (20%) alcanzaron la remision y 501 pacientes (80%) no alcanzaron
la remision a la semana 12 de tratamiento anti-TNFa. Entre los pacientes que al-
canzaron la remisiéon se objetivd que 67 pacientes (53%) eran tratados con ETA,
37 pacientes (29%) con ADA y 23 pacientes (18%) con IFX, observandose un
predominio de pacientes en remision tratados con ETA (P=3,5E-03). Entre los pa-
cientes que no alcanzaron la remision se observd que 195 pacientes (39%) eran
tratados con IFX, 184 pacientes (37%) con ETA y 122 pacientes (24%) con ADA
observandose un predominio de pacientes tratados con IFX (P=9,7E-05) tal y como
se observa en la tabla 28.

Tabla 28. Remision clinica en funciéon del tratamiento anti-TNFa

Tratamiento Remision No Remision P OR I1C95%
Infliximab 23/218 (10,5%) 195/218 (89,4%) | 9,7E-05 | 2,89 1,69-4,93
Etanercept 67/251 (26,7%) 184/251(73,3%) | 3,5E-03 | 0,53 0,34-0,81

Adalimumab 37/159 (23,3%) 122/159 (76,7,4%) | 2,8E-01 | 0,77 0,47-1,24

Los valores de P son resultado del andlisis univariante, OR = odds ratio estimado a la no respuesta

En relacion a la remision clinica segun el tratamiento anti-TNFa, se observé que
67 pacientes (27%) tratados con ETA, 37 pacientes (23%) con ADA y 23 pacientes
(18%) con IFX alcanzaron la remisién a la semana 12 de tratamiento, tal y como se
observa en el gréfico 7.

3.2.1.- Asociacion de las variables epidemiolégicas, clinicas y serolégicas con
la remision

En la tabla 29 se observan las variables epidemiologicas, clinicas y serologicas
de los pacientes que alcanzan o no la remision a las 12 semanas de tratamiento.

Entre los pacientes que alcanzaron la remision 29 pacientes (23%) fueron de géne-
ro masculino y 98 pacientes (77%) de género femenino. El 49 % de estos pacientes
tenian un nivel de estudios medio-alto y el 51% de los pacientes de un nivel de
estudios basico. En relacion al habito tabaquico, 64 pacientes (54%) eran fuma-
dores o ex fumadores al iniciar la terapia anti-TNFa, mientras que 54 pacientes
(46%) nunca habian fumado. El consumo de alcohol fue positivo en el 72% de los
pacientes que alcanzaron la remision.
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Grafico 7. Remision clinica en funcion del tratamiento anti-TNFa
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En relacion a las variables clinicas de los pacientes que alcanzaron la remision, el
valor de la media de la edad y de los afios de evolucion de la enfermedad al inicio
del tratamiento anti-TNFa fue de 52,28 +12,6 de 9,3 + 7,8 afos, respectivamente.
El valor de la media del DAS28 (SB) fue de 4,83 + 0,97.

Los resultados relativos al numero de FAMES, de comorbilidades y a las caracteristi-
cas serologicas se observan en la Tabla 29.

En la cohorte estudiada, 501 pacientes (80%) no alcanzaron la remision. De estos
424 pacientes (85%) eran de género femenino y 77 pacientes (15%) de género
masculino. El 42% de los pacientes eran fumadores o exfumadores al inicio de
la terapia anti-TNFa, mientras que el 58%de los pacientes no eran fumadores. El
consumo de alcohol fue positivo en el 74% de los pacientes que no alcanzaron la
remision.

El valor de la media de la edad y de los afios de evolucion de la enfermedad al
inicio de la terapia bioldgica era de 53,08+11,8 y 9,4+7,9 anos respectivamente.
El valor medio del DAS28 (SB) fue de 5,72 +1,14. Los resultados relativos al nimero
de FAMES y de comorbilidades, y a las caracteristicas serolégicas se observan en la
Tabla 29.
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Tabla 29. Caracteristicas epidemioldgicas, clinicas y seroldgicas en funcién de la remision
al tratamiento anti-TNFa

Analisis Analisis
Variables* Remision No Remisién Univariante | Multivariante
P P
OR (95% CI) | OR (95% CI)
Género Masculino 29/106 (27 %) 77/106 (73 %) 4,6E-02 9,1E-01
0,61 (0,38-0,99) | 0,96 (0,51-1,83)
Femenino 98/522 (19 %) 424/522 (81 %)
Nivel de Basico 60/354 (17 %) 294/354 (83 %) 1,7E-02 3,6E-01
estudios 0.61(0,40-0,92) | 0.79 (0.47-1.31)
Medio/Alto 57/227 (25 %) 170/227 (75 %)
Tabaco Fumador/ 64/264 (24 %) 200/264 (80 %) 1,5E-02 1,7E-01
Exfumador 1,65 (1,10-2,48) | 1.46 (0.85-2.49)
No Fumador| 54/333 (16 %) 279/333 (79 %)
Consumo de Si 88/450 (20 %) 362/450 (80 %) 6,2E-01 6,7E-01
Alcohol 1,12 (0,72-1,75) | 0.89 (0.52-1.53)
No 34/159 (21 %) 125/159 (79 %)
FR Positivo 100/489 (20,4%) | 389/489 (79 %) 7,3E-01 8,0E-01
0,92 (0.57-1.49) | 0,92 (0,51-1,68)
Negativo 26/136 (19 %) 110/136 (81 %)
Anti-CCP Positivo 87/431 (20 %) 344 /431 (80 %) 9,3E-01 6,5E-01
1,02 (0,65-1,60) [0,88 (0,50-1,54)
Negativo 33/161 (20 %) 128/161 (80 %)
Edad al inicio del 52,28 +12,6 53,08 + 11,8 5,1E-01 1,0E+00
tratamiento anti-TNFa 1,01 (0,99-1,02) | 1,00 (0,98-1,02)
Afios de evolucién 9,35+7,8 9,47 +7,9 8,8E-01 4,4E-01
de la enfermedad 1,00 (0,98-1,03) | 0,99 (0,96-1,02)
N°de FAMES previos 2,05+14 2,58 +1,7 1,3E-03 8,6E-02
1,23 (1,08-1,40) | 1,15 (0,98-1,36)
N° de comorbilidades 0,47 +0,9 0,63+0,9 9,3E-02 5,5E-01
previas 1,23 (0,97-1,56) | 1,09 (0,82-1,45)
DAS28 (SB) 4,83+1 572+1,1 3,0E-13 1,1E-10

2,16 (1,76-2,66) | 2,22 (1,74-2,83)

*Variables del cuestionario clinico y epidemiolégico definidas en las paginas 97, 98, 99 del apartado de metodologia.
SB: semana basal, $12: semana 12, FAMES: farmacos modificadores de la enfermedad. Para las variables dicoto-
micas se calculd las frecuencias y para las continuas las medias y la DE. Los valores de P son resultados del analisis
realizado con el test de regresion logistica univariante y multivariante. OR = odds ratio estimado a la no respuesta
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En relacion a las variables epidemiolégicas se observd que el nivel de estudi-
os medio-alto se asociaba a la remision en el anélisis univariante (P=1,7-02, OR
(1C95%)=0.61 (0,40-0,92)) pero al realizar el analisis multivariante esta asociacion
desaparecio. En relacion al género se observd que el género masculino estaba
asociado de forma significativa a la remision pero solo en el anélisis univariante
(P=4,6E-02, OR (IC95%)=0,61 (0,38-0,99)). El habito tabaquico se asoci6 a la re-
misiéon en el analisis univariante (P=1,5E-02, OR (1C95%)=1,65 (1,10-2,48)) pero al
igual como se observo al analizar la respuesta clinica esta asociacion desaparece
en el anélisis multivariante.

Entre las variables clinicas, se objetivd que el nimero de FAMES previos estaba
asociado de forma inversa con la remision en el analisis univariante (P= 1,3-03,
OR (IC95%)= 1.23 (1.08-1.40)) pero no en el multivariante. Tal y como se observa
en la tabla 29 el valor del indice DAS28 a la SB se asocié de forma inversa con
la remision clinica tanto en el analisis univariante (P=3,0E-13, OR (IC95%)=2,16
(1,76-2,66)) como en el multivariante (P=1,1E-10), OR (IC95%)=2,22 (1,74-2,83)).

3.2.2.- Asociacion de las variables epidemiolégicas, clinicas y serolégicas con
la remisién en funcién del tratamiento anti-TNFa

Las caracteristicas epidemioldgicas, clinicas y serologicas segun el tratamiento
anti-TNFa y la asociacion de éstas con la remision clinica se observan en la tabla 30.

En el andlisis univariante y multivariante, el género no se asocié de forma signifi-
cativa con la remision clinica en ninguno de los tres grupos de tratamiento.En re-
lacion al habito tabaquico, en el grupo de pacientes tratados con ETA, se observo
una asociacion directa entre el tabaco y la remision (P=8,1E-03, OR (1C95%)=2,21
(1,23-3,96)), pero tal y como se ha descrito en los anélisis previos esta asociacion
también estaba sesgada por otras variables. EI consumo de alcohol no estaba
asociado a la remision clinica en los grupos de pacientes tratados con los diferen-
tes anti-TNFa.

El nivel de estudios medio-alto se asocio a la remision clinica en el grupo de pa-
cientes tratados con ADA en el analisis multivariante (P=2,6E-02, OR (IC95%)
0,31(0.11-0.87)).

En relacion a las variables seroldgicas no se observé ninguna asociacion signifi-
cativa entre la presencia de anticuerpos FR y anti-CCP y la remision en ninguno de
los grupos de tratamiento estudiado, tal y como se observa en la tabla 30.

En el grupo de pacientes tratados con ETA se observd una asociacion inversa ent-
re el numero de comorbilidades previos y la remision clinica, pero solo se obser-
vo esta asociacion en el analisis univariante (P=3,3E-02, OR (IC95%) 1,22 (1,02-
1,46)).

Los resultados relativos a los afios de evolucion y a la edad de los pacientes al
inicio del tratamiento anti-TNFa se observan en la tabla 30.
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En el andlisis univariante y multivariante se observo que el indice DAS28 (SB) pre-
senta una asociacion inversamente proporcional con la remision en los pacientes
tratados con IFX, ETA y ADA. La asociacién mas robusta con esta variable se
observo en el grupo de pacientes tratados con ETA tanto en el analisis univariante
(P=5,9E-08, OR (IC95%= 2,26 (1,69-3,04)) como en el multivariante (P=1,0E-06,
OR (1C95%=2,45 (1,71-3,51)).
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4.- Analisis de los biomarcadores genéticos de respues-
ta al tratamiento con anti-TNFa

Tal y como se describe en la metodologia, de los 628 pacientes con AR que habian
recibido una terapia anti-TNFa de primera linea y que hayan sido incluidos en el
analisis de los biomarcadores no genéticos, 376 fueron genotipados y por tanto
incluidos en el estudio de asociacion de genoma completo. Tras el control de
calidad previamente descrito un numero total de 361 pacientes fueron includios
en el analisis para la identificacion de biomarcadores genéticos de respuesta al
tratamiento anti-TNFa

Tabla 31. Caracteristicas epidemioldgicas, clinicas y serologicas de la cohorte estudiada

Variables* n (%)
Género Masculino 64/361 (18 %)
Femenino 197/361 (82 %)
Nivel de estudios Basico 212/343 (62 %)
Medio/Alto 131/343 (38 %)
Tabaco Fumador activo 91/358 (25 %)
Exfumador 63/358 (18 %)
No Fumador 204/358 (57 %)
Consumo de Alcohol Si 266/361 (74 %)
No 95/361 (26 %)
Tratamiento Infliximab 132/361 (36 %)
Etanercept 133/361 (37 %)
Adalimumab 96/361 (27 %)
Autoanticuerpos FR positivo 282/360 (78 %)
Anti-CCP positivo 271/348 (78%)
N° de FAMES previos =2 266/360 (74 %)
N° de comorbilidades previas =2 57/361 (16 %)
Aios de evolucion de la enfermedad 10,24 +8,3
Edad al inicio del tratamiento anti-TNFa 53,35+11,8
DAS28 (SB) 557%11
DAS28 (S12) 3,96 +1,4
ADAS28 1,60 +£1,3

*Variables del cuestionario clinico y epidemiolégico definidas en las paginas 97, 98, 99 del apartado
de metodologia SB: semana basal, S12: semana 12, FAMES: farmacos modificadores de la enferme-
dad. Para las variables dicotdmicas se calculé las frecuencias y para las continuas las medias y la DE.
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En relacion a las caracteristicas epidemioldgicas, 197 pacientes (82,3%) eran de
género femenino, con una media de los valores de la edad al inicio del tratamiento
anti-TNFa y de los afios de evolucion de la enfermedad de 53,35 + 11,8 afios y
10,24 + 8,3 aflos, respectivamente.

Los resultados relativos al nivel de estudios, al habito tabaquico y al consumo de
alcohol se observan en el tabla 31.

En relacion al tratamiento anti-TNFa, 133 pacientes fueron tratados con ETA, 132 con
IFX'y 96 con ADA. El valor de la media del DAS28 (SB) fue de 5,57 + 1,12. El resto de
resultados relativos a las variables clinicas y seroldgicas se observan en la tabla 11.

Utilizando los criterios que se han descrito previamente, se observd que de 361
pacientes, 269 (75%) cumplian el criterio EULAR de respondedor (i.e. bueno y mo-
derado) y 92 pacientes (25%) cumplian el criterio de no respondedor a la semana 12
del inicio del tratamiento anti-TNFa.

4.1.- Estudio de asociacion de genoma completo
4.1.1.- Control de calidad

Del total de 376 muestras en las que se habia realizado un genotipado completo
y se disponia de la totalidad de los datos sobre la actividad de la enfermedad, se
excluyeron un total de 15 muestras:

e 12 muestras por presentar un background genético diferenciado del resto de la
muestra en base a los 10 primeros componentes principales de variacion (calcu-
lados por PCA mediante el programa Eigenstrat).

e 3 muestras por presentar un porcentage de genotipado inferior al 95%

Como se puede observar en el grafico 8, la distancia genética entre los pacientes
con AR fue minima, sugiriendo un impacto insignificante en la estratificacion poblaci-
onal. Por ejemplo en el primer componente principal ningun individuo estaba a mas
de 4 desviaciones de la media (i.e. generalmente se descartan individuos a > 10 DE)
indicando que el control de calidad fue 6ptimo. Como la presencia de estratificacion
poblacional es muy baja (factor de inflacion gendémica=1.06) en la cohorte de pa-
cientes, no se utilizaron los componentes principales para ajustar el estadistico de
asociacion.
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Grafico 8. Primer y segundo componentes principales de variacién en la muestra de
pacientes con AR analizados en el presente estudio
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En relacion al control de calidad del total de 620.901 SNPs disponibles en el chip
se descartaron 21.890 sondas especificas para CNVs, 15.668 SNPs del cromoso-
ma X'y 138 SNPs mitocondriales resultando un subtotal de 583.205 SNPs. De este
subtotal se descartaron los SNPs con un genotipado <95% (1,7%) y los SNPs con
MAF <5% (10,55%). En total, 511.754 SNPs fueron utilizados en el estudio de aso-
ciacion genoma completo en relacion con la respuesta a anti-TNFa en pacientes
con AR.

4.1.2.- GWAs en relacion con la respuesta al tratamiento anti-TNFa

Se evaluo la distribucion del ADAS28 y se comprobd que seguia una distribucion normal.
La utilizacion de un método paramétrico como la regresion lineal para el analisis cuanti-
tativo se basa en la asuncion de normalidad de la variable de respuesta. Por este motivo,
en la grafico 5 se puede ver la representacion Q-Q plot donde se representa la distribu-
cion de los valores del ADAS28 (eje ordenadas) contra los valores esperados en una
distribucion normal (eje abscisas). En variables normalmente distribuidas se espera que
la mayoria de puntos se mantengan sobre la linea diagonal. Excluyendo los individuos
con respuesta negativa extrema (ADAS28 <-2, 4 individuos), el test de normalidad de
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Shapiro-Wilk corrobord esta normalidad de la variable de respuesta (P=0,3) tal y como
se observa en el Grafico 9.

Grafico 9. Representacion Q-Q plot.
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La primera estrategia utilizada fue el andlisis de asociacion cuantitativa entre los SNPs
genotipados y el ADAS28. Puesto que el DAS28 de la semana basal estaba asociado
de forma muy significativa (P= 5,35E-19) con el ADAS28 en nuestra cohorte, se optd
por ajustar la asociacion por esta covariable. Ninguna de las restantes variables clini-
cas y epidemiolégicas evaluadas mostrd una fuerte asociacion con el ADAS28, y por
tanto, no se incluyeron como covariables en el andlisis de regresion lineal.

En este analisis no se observo ninguna asociacion estadisticamente significativa a
escala gendmica (P=<5E-8) entre los SNPs genotipados y el ADAS28. No obstante
se obtuvieron un total de 212 SNPs situados en 157 loci distintos que presentaron
asociacion con valores de P entre 5E-04 y 5E-07 con la respuesta al tratamiento
anti-TNFa. En la tabla 32 se observan los primeros 20 SNPs en relacion a la sig-
nificancia estadistica. De estos 20 SNPs, 8 SNPs se situan en un intrén de 8 loci
distintos (GLT25D2, SEMA5A, C8orf86, A1Cf, NPAS3, LOC729911,MGST1, PAK7)
y 12 SNPs se sitian en regiones intergénicas, 6 SNPs a menos de 50 kb de un gen
(MRPS22,COL5A1,MGMT OR8A1,EIF4B,ITGA3) y 6 SNPs a mas de 200 kb del gen
mas proximo (FLJ30375,HTR1A,IGFBP3,HNF4G, TYRP1,WDR72 ).
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Posteriormente tal y como se observa en la tabla 33 de los 192 SNPs restantes se
seleccionaron 11 SNPs por su posible asociacion funcional con la AR. De estos
SNPs, 4 estan situados en un intron (MSRA, IL6ST, MAP2K2,CDK7)y 7 en regiones
intergénicas (NLRP13,IGFBP5,HTR3A,HTR2A,CYP2B8,GDNF, CSF1).

Se seleccionaron dos SNPs (rs10471774 y el rs7824) no sinénimos situados en exo-
nes de los loci CCDC125 (V [Val]): M [Met]) y CRIP1 (C [Cys]): S[Ser]), que presen-
taron asociacion con el ADAS28 tal y como se observa en la tabla 34. Estos SNPs
también fueron seleccionados del total de SNPs por su importancia funcional.

La segunda estrategia utilizada fue el analisis genémico en relacion a la respues-
ta clinica basada en los criterios de respuesta EULAR. En este analisis tampoco
se observd ninguna asociacion estadisticamente significativa a escala gendmica
(P=<5E-08) entre los SNPs y la respuesta clinica. No obstante se obtuvieron un total de
253 SNPs situados en 166 lociindependientes con valores de P entre 5E-04 y 5E-08.

En la tabla 35 se observan los primeros 20 SNPs en relacion a la significancia estadi-
stica. De estos 20 SNPs, 9 SNPs se situan en un intrén de 9 /loci distintos (GLT25D2,
KIF26B, RNF19B, ARMC2,PARCG, LHFPL3,50X5,SERPINE3, TRIM25) y 11 SNPs
se sitlan en regiones intergénicas, 4 a menos de 50 kb (ZNF613, EIF4B, AN-
KRD34B, MRPS22), 4 entre 50 y 200 Kb (LRRN1, TUSC1, PYROXD2, KCTD1)y 3 a
mas de 200 Kb (EPHAS3, SLC39A10, DTWD2).

Al igual que con la primera estrategia, se seleccionaron 17 SNPs de los 233
SNPs restantes por su posible relaciéon funcional con la AR. De estos SNPs, 7 se
situan en un intrén de un gen (SLC22A5, PTK2B, ADAM12, ETS1, CD44, DCC, SL-
C24A3), 10 en regiones intergénicas, 6 a menos de 50 Kb (NLRP3, TSLP, PIK3CG,
DLG5, MMP1, MMP3)y 4 SNPs situados entre 50 y 200 Kb (CSF3R, TANK, EMCN,
CYP7B1).

Dos SNPs fueron seleccionados de este analisis tal y como se observan en la tabla
34 por ser SNPs no sinénimos situados uno de ellos en el gen ANKRD34B (L [Leu]
: S [Ser])y otro en el gen TRIM25 (P [Pro] : L [Leu]).

Posteriormente, tal y como se observa en la tabla 37, se seleccionaron aque-
llos SNPs con una asociacion significativa observada en las dos estrategias (i.e.
ADAS28 y la respuesta EULAR) utilizadas para el analisis de asociacion. Se obser-
vo que 18 SNPs tenian un valor de P<5E-04. De estos, 8 SNPs estaban situados
en un intron (RNF19B, GLT25D2, ROBO2, GALNT17, DDX60L, FGD3, NLRP13,
LINC00478) y 10 en regiones intergénicas, 4 a menos de 50 Kb (MRPS22, EIF4B,
ANKRD34C, ZNF350), 3 entre 50 y 200 Kb (GRM7, F11, LHX2)y 3 a mas de 200
Kb (HTR1A, ONECUT1, NLRP1).
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4.1.3.- Estimacién del poder estadistico de replicaciéon

Para elaborar un listado final de SNPs candidatos, tal y como se ha explicado ante-
riormente en el apartado de la metodologia, se procedi6 al célculo del poder estadi-
stico de los SNPs y loci pre-seleccionados. Se seleccionaron utilizando el criterio de
la significancia estadistica 18 SNPs que presentaron una asociacion con un valor
de P<5E-04 con el ADAS28 y con la respuesta EULAR a la vez. Utilizando el criterio
funcional se seleccionaron 11 SNPs identificados como asociados al ADAS28 y 17
SNPs identificados como asociados a la respuesta EULAR.

Finalmente, se seleccionaron los 4 SNPs no sinénimos anteriormente comentados
asociados (P<5E-04) al ADAS28 o a la respuesta EULAR con el tratamiento anti-
TNFa.

Se observd que 17 SNPs de los 50 SNPs seleccionados alcanzaron un poder de
replicacion de mas del 80% en una muestra de 267 pacientes y 36 SNPs alcanza-
ron un poder de mas del 80% en una muestra de 534 pacientes, tal y como se
observa en la tabla 38.
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Tabla 38. Poder de replicacion de los 50 SNPs seleccionados segun distintos criterios para
el estudio de replicacion

SNP CHR Genes MAF OR (IC 95%) M1 M2
5194652 1 RNFI9B 0,40 2,06 (1,45-2,94) 82,2 98,3
rs1887283 1 GLT25D2 0,17 3,20 (1,89-5,42) 99,4 100
rs4894405 3 MRPS22 0,42 2,11 (1,49-3,00) 831 98,5
rs7612860 3 ROBO2 0,54 1,92 (1,37-2,70) 67,1 92,5
1rs1488472 3 GRM7 0,043 0,24 (0,12-0,51) 16,9 29,2
rs737703 4 FIl 0,043 0,28 (0,13-0,59) 16,1 27,6
rs6855872 4 GALNTI7 0,28 2,14 (1,43-3,20) 87,9 99,3
rs1000775 4 DDX60L 0,13 2,98 (1,68-5,27) 98,4 99,9
157716031 5 HTRIA 0,46 1,86 (1,32-2,62) 69,7 93,8
rs4838108 9 LHX2 0,16 2,58 (1,58-4,22) 95,8 99,9
157850247 9 FGD3 0,56 1,88 (1,34-2,64) 63,4 90,3
rs949734 12 EIF4B 0,23 2,60 (1,67-4,04) 96,8 99,9
rs12906934 15 ANKRD34C 0,22 0,48 (0,32-0,71) 43,1 71,4
rs17545046 15 ONECUTI 0,24 2,09 (1,38-3,18) 85,9 99,0
rs758831 17 NLRPI 0,25 2,08 (1,38-3,14) 85,7 98,9
rs8112515 19 ZNF350 0,27 2,04 (1,37-3,05) 84,2 98,7
1512982016 19 NLRPI3 0,58 1,96 (1,40-2,76) 65,3 91,4
rs2823795 21 C2lorf34 0,52 1,98 (1,41-2,78) 71,5 94,7
rs10925006 1 NLRP3 0,37 1,92 (1,34-2,75) 76,9 96,8
17540413 1 CSF3R 0,37 1,88 (1,32-2,69) 74,7 96,0
rs10164859 2 TANK 0,11 3,51 (1,81-6,79) 99,6 100
157680366 4 EMCN 0,49 1,97 (1,40-2,77) 73,0 95,3
15274550 5 SLC22A5 0,24 2,13 (1,40-3,24) 87,5 99,3
1517132762 5 TSLP 0,01 0,12 (0,028-0,49) 8,4 11,9
154727661 7 PIK3CG 0,38 1,95 (1,37-2,79) 78,0 97,2
rs4273884 8 CYP7BI 0,29 0,52 (0,36-0,75) 48,3 77,4
1511783759 8 PTK2B 0,54 1,83 (1,31-2,57) 62,6 89,7
rs11002285 10 DLG5 0,10 3,14 (1,63-6,08) 98,5 99,9
rs1710313 10 ADAMI2 0,43 1,85 (1,31-2,61) 70,5 94,2
17926975 1 ETSI 0,18 2,33 (1,44-3,77) 91,9 99,7
rs1144396 1 MMP]I 0,61 1,89 (1,34-2,66) 59,2 87,3
rs1010698 1 MMP3 0,38 0,54 (0,38-0,75) 56,8 85,4
rs4756196 1 CD44 0,37 0,54(0,39-0,77) 55,7 84,5
rs1145242 18 DCC 0,35 1,96 (1,36-2,82) 79,5 97,6
rs6046010 20 SLC24A3 0,58 1,86 (1,33-2,61) 60,9 88,6
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SNP CHR Genes MAF OR (IC 95%) M1 M2
rs12679609 8 MSRA 0,13 1,57 (0,93-2,64) 38,02 64,8
rs758831 17 NLRP1 0,2554 2,08 (1,38-3,14) 85,77 99
rs10940495 5 IL6ST 0,22 0,74 (0,50-1,10) 16,79 28,87
rs888186 2 IGFBP5 0,038 0,33 (0,15-0,74) 13,9 23,12
rs897685 11 HTR3A 0,11 0,81(0,48-1,35) 8,48 12,05
rs350897 19 MAP2K2 0,35 0,65 (0,46-0,92) 35,49 61,22
rs4077460 5 CDK7 0,37 0,67 (0,48-0,95) 33,69 58,54
rs7097340 10 CYP2C8 0,098 0,70 (0,41-1,21) 11,92 19,09
rs2910739 5 GDNF 0,23 0,69 (0,46-1,01) 21,89 38,62
rs333958 1 CSF1 0,38 1,80 (1,26-2,56) 69,6 93,79
157333963 13 HTR2A 0,18 1,71(1,08-2,71) 57,81 86,23
rs10471774 5 CCDC125 0,3913 0,65 (0,46-0,91) 38,33 65,23
157824 14 CRIP1 0,2759 1,67 (1,11-2,48) 59,84 87,79
rs32857 5 ANKRD34B 0,25 2,56 (1,67-3,92) 96,38 99,96
rs205498 17 TRIM25 0,337 2,37 (1,62-3,46) 92,66 99,79

CHR: cromosoma, PB: par de bases, MAF: frecuencia del alelo menor , OR: odds ratio estimado a la no respuesta, M1: muestra
con 267 individuos, M2: muestra con 534 individuos.

1. SNPs asociados con el ADAS28 y con la respuesta EULAR a la vez

2. SNPs asociados con la respuesta EULAR vy relacion funcional con la AR

3. SNPs asociados con el ADAS28 y relacion funcional con la AR

4. SNPs no sinénimos asociados con ADAS28 o con la respuesta EULAR

4.1.4.-Estudio de asociacion de vias génicas

Esta estrategia utilizada para el analisis del estudio de asociacion de genoma
completo es otra alternativa a considerar en este tipo de estudios. Tal y como se
ha comentado en el apartado de la metodologia, este analisis se realizd por medio
del programa GSEA comentado anteriormente en metodologia. En este estudio se
seleccionaron las vias génicas asociadas con un valor de P=<1E-03 en el anélisis
de asociacion en relacion al ADAS28 y a la respuesta clinica basada en la respu-
esta EULAR.

En el analisis obtenido en relaciéon a la asociacion con el ADAS28 se identificaron
10 vias asociadas de forma significativa utilizando la base de datos PathwayCom-
monsy 7 vias asociadas de forma significativa utilizando la base de datos Reacto-
me, taly como se observa en la tabla 39.

El numero de genes involucrados en estas vias génicas es entre 11y 127 genes.
La asociacion mas significativa (P<0,001) se observd con dos vias, la primera
identificada con la base de datos PathwayCommons (Validated targets of C-MYC
transcriptional activation) y la segunda con la base de datos Reactome (Basigin
interactions).
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Tabla 39. Vias génicas asociadas con el ADAS28

Vias de regulacion génica N'genes | ,p :828 Base de datos
Validated targets of C-MYC transcriptional activation 67 <0.001 PathwayCommons
Basigin interactions 24 <0.001 Reactome
Integration of energy metabolism 37 0,001 PathwayCommons
Regulation of Insulin Secretion 26 0,001 PathwayCommons
C-MYC pathway 127 0,003 PathwayCommons
Reelin signaling pathway 28 0,003 PathwayCommons
Metabolism of vitamins and cofactors 36 0,003 PathwayCommons
Metabolism of water-soluble vitamins and cofactors 36 0,003 PathwayCommons
Synthesis, Secretion, and Deacylation of Ghrelin 13 0,004 PathwayCommons
Netrin mediated repulsion signals 10 0,005 Reactome
Sulfur amino acid metabolism 23 0,005 Reactome
purine nucleotides degradation II (aerobic) 11 0,006 PathwayCommons
Synthesis, Secretion, and Deacylation of Ghrelin 14 0,006 Reactome
Platelet Adhesion to exposed collagen 12 0,007 Reactome
Platelet Adhesion to exposed collagen 13 0,008 PathwayCommons
Metabolism of vitamins and cofactors 49 0,009 Reactome
Metabolism of water-soluble vitamins and cofactors 49 0,009 Reactome

En este estudio, también se han identificado asociaciones con vias metabolicas (i.e.
via de regulacion de la insulina, metabolismo de vitaminas...etc) o con vias relacio-
nadas con la adhesion plaquetaria 'y la respuesta determinada por el ADAS28 a las
12 semanas de tratamiento anti-TNFa.

Tabla 40. Vias génicas asociadas con la respuesta EULAR

Vias de regulacion génica N’ genes EUfAR Base de datos
The NLRP3 inflammasome 12 <0,001 Reactome
Netrin mediated repulsion signals 10 0,003 Reactome
mTOR signalling 21 0,004 Reactome
PKB-mediated events 22 0,005 Reactome
The NLRP3 inflammasome 11 0,006 PathwayCommons
Association of TriC/CCT with target proteins during biosynthesis 23 0,006 Reactome
Regulation of Rheb GTPase activity by AMPK 10 0,007 Reactome
Synthesis of bile acids and bile salts 17 0,008 Reactome
Downstream signaling of activated FGFR 29 0,009 PathwayCommons
Interleukin-2 signaling 17 0,009 PathwayCommons
Synthesis of bile acids and bile salts 16 0,009 PathwayCommons
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En el analisis realizado con respecto a la respuesta EULAR se observo que 11 vias
estaban asociadas con la respuesta clinica, 4 identificadas utilizando la base de
datos Pathway Commons vy 7 identificadas utilizando la base de datos Reactome.

El niUmero de genes involucrados en estas vias génicas es entre 11 y 29 genes.
La asociacion mas evidente (P<0,001) se observo con la via del inflamosoma, tal
y como se observa en la tabla 40.

Se han identificado asociaciones significativas entre vias asociadas a la inflama-
cion (i.e. la via del NLRP3 inflamosoma, la via de sefializacion mTOR) y la respuesta
EULAR de forma significativa.
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5.- Estudio de replicacion de /oci previamente asocia-
dos a la respuesta anti-TNFa

Para el estudio de replicacion de los SNPs previamente publicados como aso-
ciados a la respuesta al tratamiento con anti-TNFa en pacientes con AR,
se seleccionaron los 3 estudios de GWAS publicados previamente (Liu et
al, Plant et al y Krintel et al) en relacién a los poliformismos asociados con la
respuesta al tratamiento anti-TNFa y los 2 estudios de genes candidatos (Cui
et al y Potter et al). El primero de estos 2 estudios analiza la asociacién con
la respuesta de algunos SNPs previamente asociados con la susceptibili-
dad a desarrollar la AR y el segundo estudio analiza los SNPs situados en ge-
nes que participan en la via de sefalizacion del NFkB'y en la funcion del TLR.

Se utilizo la correccion de Bonferroni para establecer el punto de corte del valor
de P estadisticamente significativo. En todos los casos se utilizaron las mismas
estrategias de anélisis que los utilizados en nuestro estudio de GWAS (i.e. ADAS28
y respuesta EULAR). En los casos en donde se observd una asociacion estadistica-
mente significativa entre el SNP y |la respuesta se analizaron dichas asociaciones
utilizando el mismo modelo del estudio original si éste diferia al utilizado en este
proyecto.

5.1.- Estudio de replicacién de loci candidatos del estudio publicado por
Liu et al.

En el presente proyecto se han analizado aquellos SNPs que estaban asociados con la
respuesta al tratamiento anti-TNFa identificados por Liu et al. En este estudio, 16 SNPs
estuvieron asociados con el re[DAS28 vy la respuesta clinica a las 14 semanas de
seguimiento. En nuestro estudio sin embargo se ha utilizado las mismas estrategias
utilizadas para el GWAS.

Para el estudio de replicacion de estas 16 SNPs se considerd estadisticamente
significativo un valor de P<3E-03.

Tal y como se observa en la tabla 41 niguno de los SNPs identificados por Liu et al
como SNPs candidatos asociados con la respuesta, se asoci¢ de forma significa-
tiva tanto con el ADAS28 como con la respuesta EULAR.
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Tabla 41. SNPs candidatos identificados por Liu et al, analizados en funciéon del ADAS28
y la respuesta EULAR en la cohorte espafiola

SNP CHR Genes (%/113.11?) B sDAS28 | R. EVLAR OR (IC 95%)
rs983332 1 IMO4  |A(0.24)| 0,096 | 3,84E-01| 7.36E-01 | 107 (0,72-1,58)
rs928655 1 GBP6 G (0.25)| -0,042 |7,00E-01 | 9,:80E-01 | 107 (0,68-1,48)
rs13393173 2 LASS6 |A(0.18)| -0,024 |8,32E-01 | 2,52E-01 | (78 (0,51-1,19)
rs437943 4 CENTDI |G(0.24) | 0,073 | 4,84E-01 | 6,09E-02 | (g9 (0,47-1,02)
rs10945919 6 QKI G(0.35) | -012 | 2,34E-01 | 4.87E-01 | 113(0,80-1,61)
rs854555 7 PONI A(0.29) | 0,019 | 8,55E-01 | L79E-01 | (78 (0,54-1,12)
rs854548 7 PONI A(0.15) 0,12 3,22E-01 | 8,48E-02 | (67 (0,42-1,06)
rs854547 7 PONI G(0.31) | -0,013 | 9,01E-01 | 3.98E-01 | (g6 (0,60-1,23)
rs7046653 9 IFNK A(0.20) | 0,061 | 6,25E-01 | 9.05E-01 | 1030 67-1,56)
rs868856 9 MOBKL2B | A(0.34) | -0,0053 | 9,58E-01 | 3,94E-01 | 117 (0,82-1,66)
rs774359 9 Coorf72 |C(0.30)| -0,056 | 582E-01 | 413E-01 | 1170 81-1,69)
152814707 9 MOBKI2B |A(0.29)| -0,023 | 8,25E-01 | 4.93E-01 | 114 (0,78-1,65)
rs3849942 9 Coorf72  |A(0.27)| -0,021 |0,84E-01 | 7.59E-01 | 106 (0,73-1,55)
rs6028945 20 MAFB | T(0.15)| -0,0053 | 9,69E-01 | 440E-01 | 157 (0,75-1,96)
rs6138150 20 CST5 T (0.15) 0,14 2,93E-01 | 8,51E-01 | (97 (0,60-1,52)
rs6071980 20 MAFB  |C(018)| -0,02 |874E-01 | 293E-01 | 157 (0,81-1,98)

CHR: cromosoma, MAF: frecuencia del alelo menor, B: coeficiente de correlacion, OR: odds ratio estimado a la
no respuesta

5.2.- Estudio de replicaciéon de loci candidatos del estudio publicado por
Plant et al.

En el estudio publicado por Plant et al se identificaron 7 SNPs asociados con la
respuesta determinadaporel ADAS28alos 6 mesesdeiniciadoeltratamientoanti-TNFa.
Ennuestro estudio se analizd laasociacion entre estos 7 SNPsy el ADAS28Yy larespuesta
EULAR alas 12 semanas de tratamiento. Para la validacion de los 7 SNPs utilizamos la
imputacion debido a que en el microarray /lllumina Quad610 no estaban disponibles.

Tal y como se observa en la tabla 42, en nuestro estudio no se identificé ninguna
asociacion estadisticamente significativa (P<7E-03) con ninguno de los SNPs estu-
diados.
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Tabla 42. SNPs candidatos identificados por Plant et al analizados en funcion del ADAS28
y la respuesta EULAR en la cohorte espafiola. (SNP=7)

SNP CHR Genes (%/1131{3 ) B AD:szs EquR OR (IC 95%)
rs12081765 1 IMXIA |A(0,53) -0,14 1,71E-01 | 3,06E-02 | 1,45 (1,03-2,02)
rs4694890 4 TEC A(046)| -0.089 | 553p.01 | 1,86E-01 | 0,80(0,57-1,12)
rs1532269 5 PDZD2  |C (0,44) -0,13 3,77E-01 | 9,25E-02 | 1,34 (0,95-1,88)
rs17301249 6 EYA4 c(0,15) | -0,070 | 334g-01| 3,85E-01 | 1,23(0,77-1,97)
rs1350948 11 L0C196188 | A (0,16) | 0,058 6,01E-01 | 8,72E-01 | 1,04 (0,66-1,64)
rs7305646 12 10387845 | C(0,51) | 0.066 | 457F.01 | 5,78E-01 | 110(0,79-1,54)
1s7962316 12 MRPL42 |G (0,47)| -0.10 2,89E-01 | 4,19E-01 | 1,15(0,82-1,61)

CHR: cromosoma, MAF: frecuencia del alelo menor, B: coeficiente de correlacién, OR: odds ratio estimado a la
no respuesta

5.3.- Estudio de replicacion de loci candidatos del estudio publicado por
Krintel et al

El tercer y ultimo estudio publicado hasta ahora y cuyos resultados se han utilizado
en el estudio de replicacion del presente proyecto, fue publicado en el afio 2012 por
Krintel et al. Como se observa en el tabla 43 se seleccionaron los 10 SNPs aso-
ciados con el ADAS28y los 10 SNPs asociados con la respuesta EULAR. Teniendo en
cuenta la correccion por tests multiples de Bonferroni, se consideré como asocia-
cion estadisticamente significativas a las asociaciones con un valor de P<5E-03.

En relacién a los SNPs candidatos identificados en relacion con el ADAS28,
en nuestra muestra no se observd ninguna asociacion estadisticamente sig-
nificativa con ninguno de los SNPs estudiados. Sin embargo, cuando se anali-
zaron los SNPs asociados con la respuesta EULAR, se observd que el SNP
rs11045392 cercano al gen PDE3A (fosfodiesterasa 3A inhibida por el cGMP) al-
canzd una asociacion estadisticamente significativa (P=4,28E-03) en relacion con
el ADAS28. También se observd una asociacion estaditicamente significativa con la
respuesta EULAR que en nuestro estudio consideraba como respondedores a los bu-
enos y moderados respondedores (P=2,25E-03 (OR(IC95%)=1,74 (1,24-2,45)). Tal
y COmo se observa en la tabla 44 esta asociacion aumentan al considerar como en
el estudio de Krintel et al, solo a los buenos respondedores vs los no respondedo-
res (Pnominal=1,02E-04, Pcorregida= 1,02E-03, OR (IC95%)=2,25 (1.491-3.409)).

El SNP rs3794271 ubicado en el gen SLCO1C7 también presentd una asocia-
cion estadisticamente significativa con el ADAS28 (P=3,41E-03) y con la respuesta
EULAR considerado a los buenos y moderados respondedores EULAR vs 1os no
respondedores (P=2,9E-03, OR (I1C95%)=0,68 (1,19-2,36)). Tal y como se obser-
va en la tabla 44 esta asociacion también aumentaba al considerar solo a los
buenos respondedores vs los no respondedores como en el estudio de Krin-
tel (Pnominal=1,06E-04, Pcorregida=1,06E-03, OR (IC95%)=2.26 (1.49-3.42)).
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Tabla 43. SNPs candidatos identificados por Krintel et al analizados en funcion del ADAS28
y la respuesta EULAR en la cohorte espafiola. (SNP=20)

SNP CHR | Genes (‘1\\/}7;1?) B AD:SZS EUfAR OR (IC 95%)
rs885814 1 ALPL T (0,33) -0,087 5,79E-01 | 4,08E-01| 116(0,81-1,67)
rs885813 1 ALPL € (0,55) -0,20 1,88E-01 | 2,87E-02 | 1,45(1,04-2,04)
rs869179 1 ALPL A (0,38) -0,054 | 7,29E-01 | 2,54E-02 | 1,49 (1,05-2,12)
rs1875620 9 C9orf47 | A (0,51) 0,0067 | 9,46E-01 | 8,30E-01 | 1,04 (0,74-1,45)

rs11525966 9 C9orf47 | T (0,49) -0,092 | 3,44E-01 | 9,01E-01 | 0,98 (0,70-1,37)
rs2722824 9 TLR4 € (0,29) 0,043 7,71E-01 | 8,45E-01| 0,96 (0,67-1,39)
rs10520789 15 NR2F2 A (0,11) -0,013 | 8,95E-01 | 4,49E-01| 1,23(0,72-2,11)
rs16973982 15 NR2F2 C (0,13) -0,070 | 4,63E-01 | 2,90E-01 | 1,32(0,79-2,19)
rs8046065 16 CREBBP T (0,15) 0,058 5,35E-01 | 3,27E-01 | 1,27 (0,78-2,07)
rs11870477 17 MAP2K6 C (0,11) -0,0059 | 9,52E-01 | 7,48E-01 | 1,09 (0,63-1,88)
rs12698335 7 SHH A (0,29) -0,12 2,69E-01 | 2,98E-01 | 1,22(0,84-177)
rs16911006 9 ZNF618 A (0,18) -0,033 7,80E-01 | 8,85E-01 | 0,97 (0,63-1,49)
rs$6578820 11 ZNF214 | G (0,41) -0,098 | 2,91E-01 | 8,52E-01 | 1,03(0,73-1,45)
rs717117 11 LRRC55 NA NA NA NA NA
rs12417609 1 LRRC55 NA NA NA NA NA
rs11045392 12 PDE3A | T (0,44) -0,29 4,28E-03 | 2,25E-03 | 1,70 (1,21-2,40)
rs3794271 12 SLCOICI | G (0,43) -0,30 3,41E-03 | 2,96E-03 | 1,68 (1,19-2,37)
rs9301169 13 FAMI55A | C (0,21) -0,030 | 7,71E-01 | 3,17E-02 | 0,65 (0,43-0,96)
rs9539845 13 OR7EI56P | C (0,36) -0,098 | 3,39E-01 | 1,37E-01 | 1,31(0,91-1,86)
rs17714261 19 ZNFI80 | € (0,19) -0,15 2,01E-01 | 5,55E-01 | 1,14 (0,74-175)

Los primeros 10 SNPs son los SNPs candidatos asociados al ADAS28. El resto son los 10 SNPs candidatos aso-
ciados a la respuesta EULAR, NA= SNP no disponible en el microarray lllumina Quad610 ni el la base de datos
HapMap de referencia. CHR: cromosoma, MAF: frecuencia del alelo menor, B: coeficiente de correlacion, OR:
odds ratio estimado a la no respuesta.
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Tabla 44. SNPs candidatos identificados por Krintel et al analizados en funcion del ADAS28
y la respuesta EULAR considerando, a los buenos respondedores vslos no respondedores
en la cohorte espafola

SNP Cr Genes (11\\’}21?) B AD:SZS EU:.,AR OR (IC 95%)
rs12698335 7 SHH A (0,29) -012 | 2,69E-01| 2,82E-01 | 1,27(0,82-197)
rs16911006 9 ZNF618 A (0,18) -0,033 | 7,80E-01| 7,43E-01 1,09 (0,66-1,80)
rs6578820 1 ZNF214 | G(0,41) | -0,098 | 2,91E-01| 5,42E-01 | 1,13(0,76-1,68)
rs717117 1 LRRC55 NA NA NA NA NA
rs12417609 1 LRRC55 NA NA NA NA NA
rs11045392 12 PDE3A | T(0,44) -0,29 | 4,28E-03| 1,02E-04 | 2,25(1,49-3,41)
rs3794271 12 SLCOICI | G (0,43) -0,30 | 3,41E-03| 1,06E-04 | 2,26 (1,49-3,42)
rs9301169 13 FAMI55A | € (0,21) | -0,030 | 7,71E-01| 4,17E.01 0,82(0,52-1,3)
9539845 13 | OR7EIS6P | C(0,36) | -0,098 | 3,39-01| 1,02E-01 | 1,41(0,93-2,13)
rs17714261 19 ZNF180 | C(0,19) -0,15 | 2,01E-01| 2,34E-01 | 1,37(0,81-2,29)

NA= SNP no disponible en el microarray lllumina Quad610 ni el la base de datos Hapmap de referencia. CHR:
cromosoma, MAF: frecuencia del alelo menor, B: coeficiente de correlacion, OR: odds ratio estimado a la no
respuesta

5.4.- Estudio de replicacién de loci candidatos asociados al riesgo de desarrollar
AR o involucrados con la patogenia de la AR

Se realiz6 el estudio de replicacion de los SNPs candidatos analizados por Cui et
al, previamente identificados como SNPs de susceptibilidad a desarrollar la AR.
Se incluyeron en el analisis 31 SNPs de riesgo para desarrollar AR incluidos en
el articulo anteriormente citado y se analizd la asociacion de estos SNPs con el
ADAS28 y con la respuesta EULAR (buenos y moderados respondedores vs no
respondedores) a las 12 semanas del tratamiento. Estos resultados se presentan
en la tabla 45.

Se realiz6 la correccion de Bonferroni para establecer el punto de corte del valor
de P estadisticamente significativo. Para esta replicacion se considerd una asoci-
acion estadisticamente significativa a las asociaciones con un valor de P=<1E-03.

En nuestro estudio ningun SNPs, incluyendo el SNP rs10919563 del gen PTPRC
asociado a la respuesta al anti-TNFa en el estudio de Cui et al, se asocié de forma
significativa con el ADAS28 y con la respuesta EULAR. Sin embargo se observo
que el SNP rs6457617 situado en el gen HLA-DR4 present6 una asociacion con el
ADAS28 aunque de forma no significativa (P=3,91E-03). No obstante esta asocia-
cion desaparecio cuando se realizo el analisis en relacion a la respuesta EULAR.
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Tabla 45. SNPs asociados con el riesgo de desarrollar AR y la asociacion con el ADAS28
y la respuesta EULAR a las 12 semanas de tratamiento. (SNP=31)

Alelo P P
SNP CHR (MAF) B ADAS28 | EULAR OR (IC 95%)

rs10919563 1 PTPRC A(0,09) 0,18 2,12E-01 |2,94E-01| 0.74(0,42-1,30)
rs11586238 1 CD58 G(0,21) -0,045 6,85E-01 |9,98E-01| 0,99 (0,67-1,50)
152476601 1 PTPN22 T(0,16) -0,10 4,37E-01 |1,86E-01| 1,37(0,86-2,18)
rs3890745 1 TNFRSF14| G(0,34) -0,13 1,99E-01 | 1,51E-01| 130(0,91-1,86)
rs13031237 2 REL A (0,38) -0,060 | 537E-01 |9,07E-01| 1,02(0,72-1,44)
rs3087243 2 CTLA4 A(0,44) 0,022 8,12E-01 |595gE-01| 0,91(0,65-1,28)
rs1980421 2 CD28 A(0,29) 0,199 4,25E-02 |1,78E-01| 0,78 (0,54-1,12)
rs11889341 2 STAT4 T(0,23) -0,019 8,50E-01 | 1,17E-01| 0,73(0,49-1,08)
rs4535211 3 PLCL2 A(0,50) -0,12 2,17E-01 |3,83E-01| 1.16(0,83-1,62)

rs231707 4 TNIP2 A(0,16) 0,046 7,05E-01 |8,96E-01] 0.97(0,61-1,53)
rs6822844 4 IL2-1L21 | T(0,13) 0,029 | 8,42E-01 |1,83E-01| 141(0,85-2,34)
rs1341239 6 PRL A(0,34) -0,042 | 6,79E-01 |735E-01| 1.06 (0,74-1,52)
rs6920220 6 TNFAIP3 A(0,23) 0,23 4,53E-02 |9,29E-01| 1,02(0,68-1,51)
rs548234 6 PRDM1 G (0,37) -0,094 3,55E-01 |5,02€E-01| 1,13(0,79-1,59)
rs4947332 6 HLA*0101 NA NA NA NA NA
rs6457617 6 DR4 G(0,32) -0,29 3,91E-03 |8,69E-01| 1,03(0,72-1,48)
rs3817964 6 HLA*0401| A(0,076) 0,23 2,16E-01 |g,72E-01| 1,05(0,56-1,99)

rs394581 6 TAGAP C(0,30) -0,0051 | 9,60E-01 |2,45E-01| 1.24(0,86-1,79)
rs2621377 6 HLA*DPB1| G(0,44) -0,087 3,69E-01 |7,67E-01| 1,05(0,75-1,47)
rs13207033 6 TNFAIP3 A(0,24) 0,047 6,51E-01 |2,73E-01| 0,80 (0,55-1,19)
rs11761231 7 PODXL T(0,32) -0,043 6,80E-01 |9,81E-01| 1,00(0,70-1,44)

rs42041 7 CDK6 G(0,33) -0,014 8,87E-01 |6,25E-01| 0,91(0,64-1,30)
rs13277113 8 BLK A(0,24) -0,12 3,23E-01 |2,70E-01| 1,25(0,84-1,86)
rs2812378 9 CCL21 G(0,28) 0,13 2,06E-01 |3,02E-01/ 0,82(0,57-1,19)
rs3761847 9 TRAF1-C5 G(0,41) 0,031 7,48E-01 |6,65E-01| 0,93(0,66-1,30)
rs2104286 10 IL2RA G(0,15) 0,26 3,16E-02 |2,29E-01| 0,75(0,47-1,20)
rs4750316 10 PRKCQ | €(0,20) -019 | 1,05E-01 |2,71E-01| 1,27(0,83-1,94)
rs540386 1 TRAF6 T(0,14) 0,018 8,97E-01 |8,48E-01 1,05(0,65-1,70)
rs4810485 20 CD40 T(0,23) 0,15 1,62E-01 |4,16E-01| 0,85(0,57-1,26)
rs3218253 22 IL2RB A(0,27) -0,079 4,49E-01 |3,70E-01| 0,84 (0,58-1,23)

NA= SNP no disponible en el microarray lllumina Quad610 ni el la base de datos Hapmap de referencia. CHR:
cromosoma, MAF: frecuencia del alelo menor, B: coeficiente de correlacion, OR: odds ratio estimado a la
no respuesta
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El segundo estudio cuyos resultados se incluyeron en el estudio de replicacion fue
el publicado por Potter el at. Se analiz6 la asociacion de los 9 SNPs involucrados
en la via de sefializacién de NFkB'y en la funcion del TLR que estos autores iden-
tificaron como SNPs candidatos asociados con el ADAS28 y la respuesta EULAR.

Tal y como se observa en la tabla 46 en nuestro estudio ninguno de los 9 SNPs an-
teriormente asociados a la respuesta al tratamiento anti-TNFa presentd una asoci-
acion significativa (P<0,005) en ninguno de los modelos utilizados para el analisis.

Tabla 46. SNPs identificados en el estudio de Potter et al y su asociacion segun el ADAS28
y la respuesta EULAR a las 12 semanas de tratamiento.

Alelo P P

SNP CHR | Genes | (MAF) B ADAS28 | EULAR | OR(IC95%)
r$2206593 1 PTGS2 NA NA NA NA NA
rs7744 3 MyD88 G (0,13) -0,25 6,31E-02 | 5,94E-01 | 1,14 (0,70-1,88)
rs2289318 4 TLR-2 G (0,12) 0,18 1,76E-01 | 2,26E-01 | 0,73 (0,44-1,21)
rs11096957 4 TLR-10/1/6| C(0,48) -0,1 2,71E-01 | 4,52E-01 | 1,14 (0,81-1,59)
rs11986055 8 IKBKB NA NA NA NA NA
rs11591741 10 CHUK | C(0,48) -0,084 | 3,41E-01 | 7,17E-01 | 1,06 (0,76-1,49)
rs11541076 12 IRAK-3 A (0,11) 0,033 8,07E-01 | 1,99E-01 0,72 (0,43-1,19)
rs3136645 19 NFkBIB | C(0,27) -0,032 | 7,58E-01 | 7,07E-01 | 0.93(0,64-1,36)
rs9403 19 NFkBIB | C(0,35) 0,074 4,33E-01 | 1,55E-01 | 0,78 (0,55-1,10)

NA= SNP no disponible en nuestro microarray Illlumina Quad610 ni el la base de datos Hapmap de referencia.
CHR: cromosoma, MAF: frecuencia del alelo menor ,B: coeficiente de correlacién OR: odds ratio estimado a la
no respuesta
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1.- Caracteristicas de los sujetos de estudio

En los uUltimos afios los farmacos con accién anti-TNFa han revolucionado en el
tratamiento de la AR. La disponibilidad de terapias bioldégicas especificas contra
dianas terapéuticas consideradas relevantes en el proceso patogénico de la AR
ha modificado el curso de la enfermedad estableciéndose como un objetivo tera-
péutico principal la remisién clinica o una minima actividad inflamatoria. Sin em-
bargo, entre un 20 a 40% de pacientes no responden a estos farmacos e incluso
entre los que responden es frecuente que dejen de ser eficaces con el tiempo 49,

Actualmente existen varios motivos de preocupacion con respecto a la utilizacion
de estos farmacos, uno de ellos es la presentacion de efectos adversos indesea-
bles que en algunas ocasiones pueden llegar a ser graves y el otro es el elevado

coste que representan estos farmacos, limitando en muchas ocasiones su indica-
cidn (349)(190)(350) (351)

Es por este motivo que existe la necesidad de identificar biomarcadores de respu-
esta a estos farmacos que permitirian optimizar el tratamiento en estos pacientos
evitando en algunas ocasiones el riesgo de presentar efectos adversos y los cos-
tes innecesarios asociados terapias ineficaces.

En el presente proyecto que incluye 628 pacientes con AR se han identificado
biomarcadores epidemioldgicos, clinicos y seroldgicos de respuesta al tratami-
ento anti-TNFa. De estos 628 pacientes, 361 fueron incluidos en el estudio de
biomarcadores genéticos. Para dicho estudio se realizé un estudio de asociacion
del genoma completo y se analizaron los resultados utilizando tres estrategias di-
ferentes a fin de identificar los marcadores genéticos asociados con la respuesta.
A continuacion se comentan los resultados del presente proyecto.

1.1.- Caracteristicas globales

La cohorte estudiada en el presente proyecto puede ser considerada como una
cohorte representativa de la poblacion espafiola con artritis reumatoide y que re-
cibe tratamiento con anti-TNFa. Esta consideracion deriva basicamente de dos
conceptos. Por una parte, puede ser considerada representativa porque esta
constituida a partir de la participacion de multiples investigadores clinicos (i.e.
reumatologos) que realizan su trabajo en distintos hospitales universitarios distri-
buidos de forma homogénea por el territorio espafiol. Los centros participantes se
situan a lo largo de la geografia espafiola, de manera que queda representada la
poblaciéon del norte, centro y sur de la peninsula. La seleccion e inclusion en el
presente proyecto de los pacientes con AR que reciben tratamiento anti-TNFa no
esta sujeta a ningun criterio geogréfico restrictivo y todos los pacientes con AR del
IMIDBiobank que cumplen los criterios de inclusién formar parte de la presente
cohorte. Por otra parte, todos los investigadores participantes utilizan el consenso
de la SER ("9 para la indicacién y seguimiento de los pacientes que reciben tera-
pias biolégicas, por lo que no es de esperar que existan aspectos diferenciales
que distorsionen la representatividad de la muestra. En cualquier caso es inte-
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resante comparar las principales caracteristicas de nuestra cohorte con los datos
publicados por la propia SER (i.e. registro BIOBADASER) y los de otros registros
internacionales de referencia para evidenciar si nuestra muestra presentase des-
viaciones sustanciales.

En este sentido hemos comparado las principales caracteristicas de nuestra
muestra con los datos disponibles de los tres registros europeos mas importantes,
el registro britanico BSRBR (Bristish Society for Rheumatology Biologics Register),
el registro aleman RABBIT (RA-Observation of Biologic therapy)y el registro espa-
fiol de biolégicos en reumatologia de la propia SER, el registro BIOBADASER, tal y
Ccomo se observa en la tabla 47.

Tabla 47. Caracteristicas epidemioldgicas y clinicas de la presente cohorte y las de
tres registros internacionales

Variables Proyecto de tesis | BIOBADASER BSRBR*
Género Femenino 83% 72% 76% 78%
Tabaco Fumador 156/598 (26%) 15% 22% 23%
Exfumador 109/598 (28%) - - -
No Fumador|  333/598 (55%) - 60% 47%
FR + 489/625 (78%) 90% 65% 81%
anti-CCP + 431/592 (69%) - - -
Edad al inicio del trata- 53+12,0 54113 56+12 54412
miento anti-TNFa
Afios de 9(2-16) 9 (4-15) 12 (6-19) 9 (5-16)
evolucion de la
enfermedad
DAS28 (SB) 5,541,1 5,3%1,3 6,6£1,0 5,8+1,2

*BSRBR: Bristish Society for Rheumatology Biologics Register, **RABBIT: RA-Observation of Biologic therapy,
Datos extraidos del articulo de Curtis et al (2011).

En el BSRBR hasta la fecha estan incluidos aproximadamente unos 12.000 pa-
cientes que iniciaron una terapia anti-TNFa (IFX, ETA y ADA) y 1.100 pacientes que
iniciaron tratamiento con RTX. En relacion a este registro debe tenerse en cuenta
gue en Gran Bretafia menos del 10% de los pacientes con AR recibe tratamiento
bioldgico debido a que existe un criterio muy riguroso (DAS28>5,1) para el inicio
del tratamiento anti-TNFa (52353,

En Alemania no se ha definido una guia para el inicio del tratamiento con terapias
biologicas, sin embargo existen una serie de recomenadaciones que indican el
inicio de la terapia biologica en aquellos pacientes que presentan una elevada ac-
tividad de la enfermedad y que hayan fallado al menos a un FAME, incluido el MTX.
Se estima que en Alemania entre el 5y el 10% de los pacientes con AR realizan
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terapia biologica. En el registro RABBIT estan incluidos mas de 5.000 pacientes
con terapia biolégica incluid0 los farmacos anti-TNFaq (352:354.355.356),

El registro espafiol BIOBADASER es un registro no solo de pacientes con AR,
sino también de otras enfermedades reumaticas inflamatorias en las que en su
régimen de tratamiento se incluye una terapia biolégica. Los pacientes son int-
roducidos en el registro al iniciar la primera terapia bioldgica. La AR-GUIPCAR
recomienda el inicio de la terapia biolégica en aquellos pacientes con AR que pre-
sentan un DAS28 >3,2 después de alcanzar la dosis méaxima tolerable de al menos
un FAME, como minimo el MTX. El porcentaje de pacientes con AR tratados con
terapia biolégica en Espafia se sitla aproximadamente entre el 10y el 20% 52,

La principal diferencia entre los tres registros radica en la propia indicacion del
inicio de la terapia anti-TNFa y en el hecho de que pueden incluirse o no otras en-
fermedades. Sin embargo los datos facilitados por las tres cohortes nos permiten
realizar comparaciones directas. Los tres registros se asemejan en la distribucion
del género de los pacientes de manera que en base a la mayor prevalencia de
AR en el género femenino se observa un mayor nimero de pacientes mujeres que
reciben tratamiento anti-TNFa. Sin embargo en nuestra cohorte este porcentaje es
mas elevado que el reportado en los otros tres registros.

Una de las diferencias mas evidentes entre nuestra cohorte y las de los tres re-
gistros se observa en relacion al porcentaje de pacientes fumadores. En nuestra
muestra se observa un porcentaje superior de pacientes fumadores activos que
el reportado en los tres registros y esta diferencia es mas evidente si la compara-
mos con el registro espanol. Es preciso sefalar que ninguno de los tres registros
consideran en el analisis descriptivo a los pacientes exfumadores. En relacion al
consumo de alcohol y el nivel de estudio de los pacientes no existen datos dispo-
nibles en ninguno de los tres registros. En estudios descriptivos se considera que
el consumo de alcohol en pacientes con AR tratados con FAMES es en general
menor que en la poblacion general ya que el paciente en la mayoria de los casos
limita el consumo de alcohol debido a la recomendacion de evitar su consumo con
el uso de farmacos hepatotdxicos como el MTX. En contraste con estos datos ge-
nerales reportados en la literatura en nuestra cohorte hemos observado un mayor
porcentaje de pacientes que consumen alcohol. No obstante tal y como se descri-
be la en el apartado de la metodologia, la intensidad del consumo de alcohol no
ha sido considerada en nuestro estudio.

En relacion a las caracteristicas clinicas de nuestra muestra podemos también
observar en la tabla que en el registro britanico los pacientes presentaban un
DAS28 a la semana basal (i.e. al inicio del tratamiento anti-TNFa) mas elevado
que el observado en nuestra cohorte y en los demas registros. Esta diferencia esta
directamente relacionada con el criterio tan restrictivo descrito previamente para
iniciar el tratamiento bioldgico en Gran Bretafia.
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El relacion a la presencia o no de autoanticuerpos, el porcentaje de pacientes con
FR positivo varia entre las cuatro cohortes. Destaca un porcentaje muy elevado
entre los pacientes anotados en el registro espafiol que es claramente superior
que el descrito en la mayoria de estudios para la AR en general. El 78% obser-
vado en nuestra corte es muy similar al descrito en el registro aleman (81%) y en
ambos casos es ligeramente superior al observado en la cohorte britanica. En
cualquier caso el porcentaje de pacientes con FR positivo observado en nuestra
cohorte esta en relacion al descrito en pacientes con AR en general y en distintas
pobla-ciones ($523533%43%) En relacion a la presencia de anticuerpos anti-CCP no
podemos realizar comparaciones por no disponer de esta informacién en ninguno
de los registros previamente comentados. Este dato no esta disponible muy posi-
blemente debido a que cuando se iniciaron estos registros al inicio de la primera
década del 2000 estos anticuerpos no habian sido incorporados aun en la practi-
ca clinica. Nuestra cohorte se inici6 en el afo 2007 y la anotacion de esta variable
serolégica ya se contemplaba de forma sistematica en la préctica clinica. En la
poblacion general de pacientes con AR el porcentaje de pacientes con anticuer-
pos anti-CCP positivos oscila entre el 50% y el 80% 8 357.3%8.359) sityandose el % de
nuestra cohorte en dicho rango. En base a esta consideracion se puede postular
qgue la presencia de anticuerpos anti-CCP positivos no representa ningun criterio
que, al menos en la poblacion espafiola de pacientes con AR, implique una mayor
indicacion de terapia anti-TNFa en estos pacientes.

Otros datos interesantes para establecer comparaciones son los afios de evolu-
cion de la enfermedad y la edad al inicio del tratamiento anti-TNFa. En relaciéon a
los afios de evolucion de la enfermedad al inicio del tratamiento observamos que
el valor de la media de la edad es de 9 afos en tres de las cuatro cohortes. Esta
coincidencia es llamativa pero no permite mas aseveraciones que la igualdad y
destacar los 12 afios de evolucion media de la enfermedad en la cohorte britanica.
Sin embargo si podemos apreciar una mayor diferencia en relacion a la desviacion
estandar entre las cuatro cohortes, de tal manera que en nuestra cohorte el limite in-
ferior del rango es de 2y por ejemplo en la cohorte britanica es de 6. Esta diferencia
es suficiente como para extrapolar que en nuestra cohorte y por tanto posiblemente
en el territorio espafol, la terapia biolégica con farmacos anti-TNFa se inicia en
fases mas tempranas de la enfermedad y por tanto también es de esperar que los
resultados de eficacia sean superiores. Esta ampliamente establecido que cualquier
tipo de tratamiento, sean FAMES o terapias biolégicas, si se inicia en fases mas
tempranas de la enfermedad (i.e. AR de reciente comienzo) la eficacia y el prondsti-
co a largo plazo es claramente superior (118 18117 En relacion a la edad al inicio de
la terapia biolégica también se observa un valor de la media de la edad ligeramente
inferior en la poblacion espafiola (i.e. nuestra cohorte y la registrada en BIOBADA-
SER). Este dato esta en consonancia con los datos comentados en la poblacion
espafiola de una indicacion de estas terapias en fases menos evolucionadas de la
enfermedad, en formas menos activas y por tanto con mas probabilidad de revertir
el proceso inflamatorio, y en pacientes de menor edad. Esta constatacion de una
determinada practica clinica, altamente consensuada y claramente mas efectiva,
nos permite afirmar que la cohorte de pacientes aqui estudiada posee las carac-
teristicas idoneas para el estudio de biomarcadores de respuesta al tratamiento con
terapias anti-TNFa en pacientes con artritis reumatoide.
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1.2.- Caracteristicas en funcion del tratamiento anti-TNFa

Al analizar las variables epidemioldgicas, serolégicas y clinicas, en cada uno de
los grupos de tratamiento (pacientes que han recibido tratamiento con IFX, paci-
entes que han recibiod tratamiento con ETA y pacientes que han recibido tratami-
ento con ADA) no se observan diferencias en relacion al genero, nivel de estudios,
consumo de alcohol y tabaco, presencia o ausencia de FR y anticuerpos anti-CCP,
edad y afios de evolucion al inicio del tratamiento anti-TNFa y nimero de comor-
bilidades previas. A pesar de no ser un estudio randomizado, si no basado en la
practica clinica, observamos que los tres grupos de tratamiento tienen una distri-
bucién similar para estas variables y que no existen desviaciones significativas en
relacion al conjunto global de la muestra. Esta caracteristica es fundamental para
poder evaluar la presencia de biomarcadores en funcién del tratamiento.

En relacién al numero de FAMES previos y al DAS28 a la semana basal si observa-
mos diferencias significativas entre los tres grupos de tratamiento. Los pacientes
que recibieron IFX tenian el antecedente de haber recibido tratamiento con un
mayor numero de FAMES que los pacientes que habian recibido tratamiento con
ETA y ADA. Asi mismo, los pacientes que recibieron IFX presentaban un DAS28 a
la semana basal significativamente mas elevado que en los otros dos grupos de
tratamiento. Estas diferencias no pueden ser atribuidas a variaciones significativas
en los afios de evolucion de la enfermedad entre los tres grupos tal y como hemos
comentado. Es muy probable que estas diferencias sean debidas a que IFX fue el
primer farmaco que se utilizé en muchos centros y al inicio solo estaba indicado
en pacientes muy refractarios, es decir en pacientes que a pesar de haber uti-
lizado varios FAMES presentaban una elevada actividad de la enfermedad. Los
valores mas bajos del nimero de FAMES previos y de DAS28 a la semana basal
corresponden al grupo de pacientes tratados con ADA que se comercializé tres
afios mas tarde y en un periodo en que la estrategia de inicio de tratamiento habia
cambiado sustancialmente.
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2.- Biomarcadores no genéticos de respuesta al trata-
miento anti-TNFa

2.1.- Respuesta terapéutica en funcién del tratamiento anti-TNFa

La primera y mas importante variable clinica analizada en nuestra cohorte de pa-
cientes con AR ha sido la respuesta clinica al tratamiento anti-TNFa. Hemos ob-
servado que el 74% de pacientes alcanzaban el criterio EULAR de buenos y mo-
derados respondedores y que el 26% de los pacientes se clasificaban como no
respondedores. Cuando analizamos la respuesta en relacion al tratamiento recibi-
do, se observa que los pacientes tratados con ETA presentan una mejor respuesta
en comparacion con los pacientes tratados con los demas tratamientos. En cam-
bio los pacientes tratados con IFX presentaron una peor respuesta en compara-
cion con los demas farmacos. Para la correcta interpretacion de estos resultados
pasaremos a comentar aquellos registros y meta-analisis que engloban datos de
respuesta a terapia bioldgica mas importantes publicados hasta la fecha.

El primer registro analizado es el registro britanico citado ya previamente, el regis-
tro BSRBR, que incluy6 2.879 pacientes con AR, 1.267 tratados con ETAy 1.612
tratados con IFX. En este estudio se analizd la respuesta EULAR al tratamiento
con ambos farmacos anti-TNFa a los 6 meses de iniciado del tratamiento. En este
contexto ya observamos que la evaluacion de la respuesta fue mas tardia que en
nuestra cohorte en la que se determind la respuesta terapéutica a los tres meses
de tratamiento. No obstante y a pesar de esta diferencia en el registro britanico
se observd un porcentaje de pacientes respondedores y no respondedores muy
similar al observado en nuestra cohorte (68% y 32%, respectivamente). De todas
formas cabe constatar que a diferencia de nuestros resultados, no se observaron
diferencias significativas entre la respuesta clinica y el tratamiento anti-TNFa ad-
ministrado, IFN vs ETA en este caso.

Un segundo registro de interés que analiza la eficacia de los farmacos anti-TNFa,
es el registro italiano LORHEN (Lombardy Rheumatology Network) que incluy6 821
pacientes con AR tratados con los tres anti-TNFa que se comercializaron en primer
lugar, IFX, ETA y ADA. En este estudio se evaluo la respuesta clinica utilizando los
mismos criterios EULAR que en nuestra chorte y en la cohorte britanica, pero de
nuevo la evaluacion de la respuesta se realizé de forma mas tardia, a los 12 meses
de iniciado el tratamiento. Se observd que el 81.4% de los pacientes eran respon-
dedores (i.e. buenos y moderados respondedores segun criterio EULAR) y que el
18.6% eran no respondedores al ano de iniciado el tratamiento con anti-TNFa. Al
igual que en el registro britanico, en este estudio no se observaron diferencias sig-
nificativas entre los tres grupos de tratamiento anti-TNFa y la respuesta clinica 89,

El registro DANBIO (Nationwide Registry of biological therapies in Denmark) pu-
blicé sus primeros datos en el afio 2010. Se incluyeron 1.839 pacientes con AR
en tratamiento anti-TNFa y se comparé la eficacia de los tres farmacos anti-TNFa
mas utilizados a los 6 y 12 meses. A diferencia de nuestro estudio y de los regis-
tros comentados anteriormente en este registro se utilizaron como parametros de
valoracion de la eficacia clinica la respuesta ACR70, la respuesta EULAR, la re-
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mision valorada por CDAI y la remision considerando el criterio DAS28<2,6. Coin-
cidiendo con nuestro estudio, se objetivd una diferencia significativa en relacion
a la respuesta EULAR, siendo el IFX el farmaco anti-TNFa con un mayor numero
de pacientes no respondedores. Sin embargo a diferencia de los datos de nuestro
estudio el tratamiento con ADA fue el tratamiento con mayor nimero de pacientes
respondedores 361,

En otro estudio procedente del registro holandés DREAM (Dutch Rheumatoid Ar-
thritis Monitoring) se incluyeron 770 pacientes con ARy tratamiento anti-TNFa y se
evaluo la respuesta a los 12 meses de iniciado el tratamiento utilizando el criterio
de respuesta EULAR . En este estudio se observo al igual que en nuestra cohorte
y la del registro DANBIO, que el grupo de pacientes tratados con IFX presentaba
una peor respuesta con respecto al grupo de pacientes tratados con ADA o0 con
ETA, y que el grupo de pacientes tratados con ADA tenia una eficacia clinica simi-
lar al grupo de pacientes que habia recibido tratamiento con ETA 62,

Es preciso comentar que la diferencia mas llamativa entre los datos aportados
por estos registros y los datos relativos a nuestra cohorte es en relacion al tiempo
en que se considera relevante la valoracion de la respuesta clinica. Existen mul-
tiples controversias en relacion a establecer cual es el momento mas adecuado
para realizar la primera valoracion de la respuesta clinica después de iniciado el
tratamiento anti-TNFa. EI ACR ©8) recomienda por ejemplo realizar la primera valo-
racion clinica a los 3 meses de iniciado el tratamiento. Este punto coincide con la
guia de la BSR (The British Society for Rheumatology) que recomienda realizar la
primera valoracion de la respuesta al tratamiento a los tres meses de su inicio y en
los pacientes no respondedores recomienda repetir la valoracion a los 6 meses.
En caso de no alcanzarse el objetivo terapéutico a los 6 meses la guia también
recomienda retirar el tratamiento anti-TNFa y cambiar de estrategia terapéutica ¢4,

La gufa AR- GUIPCAR ""® recomienda valorar el fracaso terapéutico o la toxicidad
del farmaco, en un plazo maximo de tres meses y, en consecuencia, considerar
el cambio de tratamiento. Debido al elevado consenso que existe entre los reu-
matoélogos del territorio espafiol y su adhesion a la guia de expertos de la SER,
al inicio del proyecto PSE IMID-Kit la comisién clinica de artritis reumatoide con-
sider¢ elaborar la seccion de terapia bioldgica del protocolo clinico de acuerdo a
los criterios establecidos por la SER y que coincidian en todos los centros partici-
pantes con lo que se lleva a cabo en su préctica clinica diaria. En cualquier caso
la recomendacion de la SER y la incorporada en nuestra cohorte coinciden con la
recomendacion de la ACR y de la BSR en considerar los tres meses de iniciado el
tratamiento como el periodo mas idoneo para evaluar la respuesta clinica. Esto no
implica que tal y como se ha constatado en determinados registros se utilicen pe-
riodos de tiempo mas prolongados para evaluar la respuesta clinica al tratamiento
anti-TNFa en pacientes con AR.

Hasta la fecha se han publicado distintos meta-analisis que integran mdultiples
estudios randomizados cuyo objetivo es analizar la eficacia de los distintos tra-
tamientos antiTNFa en la AR. Uno de estos meta-analisis, probablemente el mas
amplio, incluyd 26 estudios randomizados de pacientes con AR refractarios al
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tratamiento con MTX y que iniciaron tratamiento con terapias biolégicas (ADA
(n=2.354), ETA (n=1.151), IFX (n=704) y anakinra (n=1.039). En este meta-analisis
se incluyeron estudios que evaluaban la respuesta terapéutica utilizando distintos
criterios, el indice DAS28, los criterios de Paulus, la progresion radiogréfica, la
capacidad funcional y la calidad de vida, todos ellos al afio de iniciado el trata-
miento. En relacion a la eficacia de los tratamientos anti-TNFa valorada segun la
respuesta ACR, no se observaron diferencias significativas entre el tratamiento
con IFX, ETA o con ADA (6%,

En un segundo meta-analisis se incluyeron 4 estudios randomizadosy 673 pa-
cientes con AR tratados también con los tres principales anti-TNFa (IFX (n=340),
ADA (n=274)y ETA (n=30) y se analiz6 la respuesta clinica segun los criterios de
respuesta ACR20y ACRS50 a los 6 meses del inicio del tratamiento. En este meta-
analisis tampoco se observaron diferencias significativas entre los tres grupos de
tratamiento (%69,

Sin embargo en un tercer meta-analisis publicado por Lee et al ®¢) incluia tres
estudios randomizados que comparaban la eficacia segun la respuesta ACR de
un farmaco anti-TNFa asociado a MTX con el tratamiento con MTX en monoterapia.
Se incluyeron pacientes tratados con IFX (n=86), ETA (n=231) y ADA (n=207) en
combinacion con MTX. En este meta-analisis se observd una menor eficacia en el
grupo de pacientes tratados con ETA en comparacion con el grupo de pacientes
tratados con IFX'y con ADA. No obstante en este estudio se debe considerar que
los pacientes que recibieron ETA eran pacientes que no habian recibido previa-
mente MTX (ndive a MTX) y los pacientes que recibieron IFX y ADA eran pacientes
en los que habia fracasado el tratamiento con MTX (resistentes a MTX). Esta dife-
rencia en los criterios de inclusion de pacientes en un determinado grupo impide
realizar cualquier comparacion.

Los estudios comentados previamente nos indican que los resultados proceden-
tes de comparaciones indirectas entre estudios clinicos randomizados pueden
tener sesgos realmente importantes y que para poder comparar de forma clara
la eficacia de los distintos tratamientos anti-TNFa deberian realizarse estudios di-
rectos. Los estudios randomizados, controlados, de comparacion head-to-head
de la respuesta al tratamiento con anti-TNFa practicamente no existen. La primera
evidencia de una comparacion directa de dos agentes bioldgicos proviene de
un estudio no randomizado que incluyd 404 pacientes con AR procedentes de 7
centros suizos y que valoro la eficacia utilizando los criterios de respuesta ACR y
EULAR. Se incluyeron pacientes con AR que recibian tratamiento con ETA (n=166),
IFX (n=135) y con leflunomida (n=103) y se evalud la eficacia clinica a los dos
afnos de iniciado del tratamiento. En relacion a los farmacos anti-TNFa se observo
una mayor eficacia del tratamiento con ETA en relacién al tratamiento con IFX a
los 3 meses (P<2E-2) y a los 6 meses (P<5E-02) del inicio del tratamiento. Sin em-
bargo no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre ambos
farmacos a los 12 meses de tratamiento ©%). Muy recientemente se han publicado
algunos estudios head-to-head pero en ambos casos se han realizado con otras
terapias bioldgicas, como per ejemplo el estudio ATTEST (Abatacept or infliximab
versus placebo, a Trial for Tolerability, Efficacy and Safety in Treating rheumatoid
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arthritis) % o el estudio ADACTA (ADalimumab ACTemrA) ¢,

En el estudio ATTEST se incluyeron 431 pacientes con AR, tratados con ABA, IFX
y placebo en combinacion con MTX y se evalud la respuesta a los 6 meses de
tratamiento utilizando el ADAS28, la respuesta EULAR y la respuesta ACR. En este
estudio se demostroé que ABA e IFX tenian una eficacia clinica similar a lo largo del
seguimiento ©%9),

En el estudio ADACTA que incluyd 326 pacientes con AR tratados con ADA o TCZ,
ambos en monoterapia, se valoro la respuesta clinica a los 6 meses determinada
por el indice DAS28, los criterios de respuesta ACR, el indice CDAI y el cuestio-
nario HAQ. En este estudio se observd que el tratamiento con tocilizumab en mo-
noterapia tenia una mayor eficacia que el tratamiento con ADA en monoterapia en
reducir los signos y sintomas de la AR ©79,

En ausencia de este tipo de estudios que analicen la comparacion directa de la
eficacia clinica entre los tratamientos anti-TNFa, los estudios como el que aqui se
presenta que incluyen pacientes no seleccionados, procedentes de la préactica
clinica diaria pueden proporcionar resultados orientativos sobre las diferencias
de eficacia de estos farmacos, aunque la falta de randomizacién no permite ex-
traer conclusiones de forma definitiva.

En el presente proyecto se incluyeron 628 pacientes con AR de diferentes consul-
tas externas de Reumatologia de los distintos centros participantes en el proyec-
to PSE IMID-Kit. Se evalud la respuesta EULAR a las 12 semanas del inicio del
tratamiento y al igual que en alguno de los estudios comentados anteriormente,
hemos observado una peor respuesta en el grupo de pacientes tratados con IFXy
una mejor respuesta en el grupo de pacientes tratados con ETA. No obstante, al no
ser un estudio randomizado observamos que existen ciertas diferencias entre los
tres grupos de tratamiento lo que verdaderamente pueden influir en la valoracion
de los resultados finales de eficacia. En relacion al numero de FAMES recibidos
previo al inicio del tratamiento anti-TNFa observamos que los pacientes tratados
con IFX habian recibido un mayor niumero de FAMES que los pacientes que habian
recibido tratamiento con ETA y ADA. Asi mismo, los pacientes tratados con IFX
presentaban un valor de la media del DAS28 a la semana basal claramente supe-
rior al observado en los otros dos grupos de tratamiento. Estos datos sugieren que
los pacientes tratados con IFX tenian una forma mas grave de la enfermedad al ini-
cio del tratamiento anti-TNFa, o en cualquier caso si que presentaban una AR mas
activa (determinada por el indice DAS28 a la semana basal) o mas evolucionada
(determinada por un mayor consumo de FAMES previo al inicio del tratamiento).

2.2.- Biomarcadores epidemiolégicos de respuesta

La primera variable epidemioldgica analizada en relacion a la respuesta terapéu-
tica fue el género. En nuestro estudio el género de los pacientes con AR no ha
sido identificado como un biomarcador de respuesta al tratamiento con anti-TNFa
de forma global ni en relacién a cada uno de los tratamientos. Estos resultados
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coinciden con los resultados de otros estudios como el publicado por Kristensen
et al ®® que a pesar de haber incluido un mayor nimero de pacientes (n=1.565)
tampoco observaron diferencias significativas entre el género y la respuesta
EULAR alcanzada a los 3y 6 meses de tratamiento. En este sentido, los resultados
publicados a partir del registro britanico 3", que incluy6 2.879 pacientes con AR
tratados con IFX'y con ETA, tampoco pudieron demostrar la existencia de una re-
lacion entre el género y la respuesta EULAR a los 6 meses de tratamiento.

Un estudio muy interesante es el estudio realizado por Jawaheer et al ©*) que in-
cluyeron 328 mujeres y 148 hombres con AR temprana (<2 afios) y 1.245 mujeres y
408 hombres con AR establecida (>2 afios). En este estudio se analiza una posible
asociacion entre el género y la respuesta EULAR en funcion de los afios de evolu-
cion de la enfermedad al inicio del tratamiento anti-TNFa. Los autores observaron
que el género masculino es un predictor de buena respuesta al tratamiento anti-
TNFa, pero solo en las AR de reciente comienzo ya que en las AR establecidas el
comportamiento entre ambos géneros fue similar. Este subtipo de analisis no ha
sido reportado en los estudios de Hyrich et al y de Kristensen et al. El valor de
la media de los afios de evolucion en el estudio de Kristensen et al ©% fue de 11
anos en el grupo de AR de genero femenino y de 12 afios en el grupo de AR de
género masculino. En el estudio de la cohorte britanica publicado por Hyrich et al
(231) solo se presenta el valor medio de los afios de evolucion de la enfermedad
previo al inicio del tratamiento de forma global para toda la cohorte (14 afios) y
no estratificado por el género. En el presente proyecto debido a los criterios de
inclusion definidos para el proyecto PSE IMID-Kit no se incluyeron pacientes con
AR de menos de dos afios de evolucion por lo que este subanalisis no se ha podi-
do realizar. No obstante el estudio de Jawaheer et al ?%) sugiere la necesidad de
llevar a cabo posteriores estudios para determinar si realmente el género puede
ser un biomarcador de respuesta en determinados subgrupos de pacientes (i.e.
en pacientes con AR de reciente comienzo).

En nuestra serie no se ha objetivado ninguna asociacion entre el género de los
pacientes con AR y la respuesta EULAR al tratamiento con terapias anti-TNFa.

La segunda variable epidemiologica de interés como biomarcador epidemiologi-
co de respuesta al tratamiento anti-TNFa es el nivel de estudios. En el presente
proyecto el nivel de estudios se asocid de forma significativa con la respuesta al
tratamiento anti-TNFa en pacientes con AR, de forma que los pacientes con un
nivel educativo medio-alto presentan una mejor respuesta clinica. Actualmente no
existen estudios publicados que evallen una posible asociacion entre el nivel de
estudios y la respuesta al tratamiento anti-TNFa en pacientes con AR. Ninguno de
los estudios comentados en la introduccion que evallan distintas variables epide-
miolégicas de respuesta incorpora esta informacion.

En este sentido si que existen numerosos estudios que establecen una clara aso-
ciacion entre el desarrollo y la gravedad de una determinada enfermedad IMID y
el nivel de estudios o estrato social 7" 372:373),
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En el estudio publicado por Bengtsson et al ¢72 se incluyeron 930 pacientes proce-
dentes del registro EIRA (Epidemiological investigation of Rheumatoid Athritis) y se
observo que existe una relacion entre el nivel de estudios y el riesgo de desarrollar
AR. Los individuos sin formacion universitaria tenian significativamente mas riesgo
de desarrollar una AR en comparacion con los sujetos con formacion universi-
taria, aunque esta asociacion solo se observd en los pacientes con FR positivo.

La aplicabilidad que puede tener este hallazgo en relacion al tratamiento anti-
TNFa puede establecerse en base a los distintos regimenes de tratamiento. En
este sentido ADA y ETA son farmacos de administracion subcutanea por lo que
el cumplimiento terapéutico depende en gran medida del propio paciente, a di-
ferencia del IFX que se administra por via intravenosa y el paciente debe acudir
al hospital de dia. En base a los resultados obtenidos en el presente proyecto y
aceptando que existe una relacion entre el nivel educativo y la respuesta al trata-
miento, estaria indicado iniciar un tratamiento administrado en el hospital de dia en
aquellos pacientes con un bajo nivel educativo a fin de facilitar la adherencia y el
cumplimiento del tratamiento. Nuestros datos no nos indican que exista una relaci-
on directa entre la forma de administracion y la eficacia clinica, sin embargo la re-
lacion objetivada entre el nivel de estudios y la eficacia clinica podria establecerse
a través de la vias de adminisracion del farmaco. EI cumplimiento del tratamiento
es especialmente importante en el caso de enfermedades cronicas como la AR,
en las que el grado de progresion de la enfermedad guarda una estrecha relacion
con el grado de control permanente de la inflamacion (119,

En nuestro estudio también hemos observado que el nivel de estudios estaba
asociado especificamente con la respuesta al tratamiento con ETA, de manera
qgue los pacientes con un nivel de estudios medio-alto responden mejor que los
pacientes con un nivel de estudio basico. Es probable que la administracion sub-
cutanea de ETA dos veces a la semana 0 con la nueva presentacion, una vez por
semana, requiera una mayor comprension del régimen de tratamiento y una mayor
implicacion por parte del paciente. En consecuencia con nuestros resultados, en
el momento de iniciar una terapia bioldégica con farmacos anti-TNFa debe tenerse
en cuenta el nivel de estudios a la hora de elegir entre cada uno de los tratamien-
tos anti-TNFa.

En nuestra serie se ha objetivado una asociacion entre el nivel de estudios de los
pacientes con AR y la respuesta EULAR al tratamiento con terapias anti-TNFa.

Una de las variables analizadas mas importantes por su reconocida influencia en
el desarrollo de la AR, es el habito tabaquico. En nuestro estudio no se han obser-
vado diferencias significativas en relacion a la respuesta al tratamiento anti-TNFa
entre los pacientes con antecedentes de habito tabaquico y los pacientes que
nunca habfan fumado antes de iniciar el tratamiento. Sin embargo en el estudio
de Hyrich et al ?*" que incluy6 2.879 pacientes de la cohorte britanica, se observé
que los fumadores activos en el momento del inicio del farmaco, respondian peor
a los 6 meses del inicio del tratamiento con IFX en comparacion con los que nunca
habfan fumado. No obstante en este estudio no se observé una asociacion entre el
habito tabaquico y la respuesta al tratamiento con ETA.
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Un segundo estudio, publicado por Mattey et al ?*") se realizé en un grupo de 154
pacientes y se evaluo el efecto de la intensidad del habito tabaquico determinada
por el numero de paquetes/afio sobre la respuesta al tratamiento con IFX y ETA
a los 3y 12 meses del seguimiento. En este estudio se observd que el habito
tabaquico y sobre todo su intensidad en el momento del inicio del tratamiento
estaba asociado a una peor respuesta EULAR a los 3y 12 meses de seguimiento
independientemente del farmaco recibido. Esto coincide con otro estudio publi-
cado recientemente que también valora la intensidad del habito tabaquico (i.e.
paquetes /afo) y la respuesta al tratamiento anti-TNFa 74,

Por ultimo Abhishek et al ¢ publicaron un estudio en el que se incluyeron 395
pacientes con AR tratados con IFX, ETA y ADA,. En este estudio se analiz6 la
respuesta EULAR a las 12 semanas de tratamiento en los pacientes fumadores
activos vs los pacientes no fumadores y en los pacientes exfumadores vs los no
fumadores. De forma interesante se observé que los pacientes fumadores activos
tratados con IFX o con ETA presentaban una peor respuesta con respecto a los
pacientes que nunca habian fumado. Sin embargo no se observaron diferencias
significativas entre el grupo de pacientes que nunca habian fumado y los pacien-
tes exfumadores. Esto podria explicar la diferencia en relacion al habito tabaquico
y el tratamiento con IFX o ETA observada por el estudio de Hyrich et al, ya que
en este estudio se estratificd a la poblacion en fumadores activos y no activos sin
identificar a los pacientes exfumadores.

Saevasdottir et al ?*®, publicaron recientemente un estudio en 535 pacientes con
AR de reciente comienzo (<12 meses del diagnoéstico) tratados con distintos
anti-TNFa y analizaron la respuesta EULAR a las 12 semanas del inicio del trata-
miento. Los pacientes fueron clasificados en fumadores activos, exfumadores y no
fumadores en el momento del diagnéstico de la AR. En este estudio se observo
que los pacientes fumadores activos tenian una menor probabilidad de alcanzar
una buena respuesta al tratamiento. Los pacientes exfumadores presentaban una
probabilidad de alcanzar una buena respuesta muy similar a la de los pacientes
no fumadores.

En conjunto estos datos sugieren la importancia de determinar de forma indivi-
dualizada a que grupo pertenece cada paciente a fin de establecer las recomen-
daciones mas adecuadas. Es de esperar que los efectos del consumo de tabaco
sean mayores en los pacientes fumadores activos, donde los componentes toxicos
del humo del cigarrillo estan presentes. Sin embargo en un estudio ?*4 de referen-
cia publicado en el afio 2006 se observo que la concentracion de TNFa liberados
por los linfocitos T estimulados de los sujetos ex fumadores no diferia de la de los
individuos fumadores activos, y que hasta 15 afos después de haber suspendido
el habito tabaquico, estos sujetos presentaban valores de TNFa significativamen-
te mayores en comparacion con los pacientes no fumadores. Estos datos sugie-
ren que el aumento en la liberacion de TNFa por las células T estimuladas puede
ser una respuesta prolongada y crénica que puede persistir durante muchos afios
incluso después de haber abandonado el habito tabaquico. La asociacion entre el
TNFa y el habito tabaquico también ha sido observada por otros estudios realiz-
ados que incluyeron individuos sanos 76377,
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Basandonos en estos hallazgos en el presente proyecto hemos agrupado a los pa-
cientes exfumadores con los pacientes fumadores activos. No obstante no hemos
objetivado diferencias significativas entre la eficacia clinica del tratamiento con
anti-TNFa vy el habito tabaquico. Esta ausencia de asociacion se objetiva también
para cada uno de los tres grupos de tratamiento. Se ha observado una asociacion
aislada entre el habito tabaquico (pacientes fumadores activos y exfumadores) y
una mejor respuesta en los pacientes tratados con ETA. Si embargo esta asocia-
cion solo se observo en el andlisis univariante y se vio artefactada por el género
y la presencia de anticuerpos anti-CCP positivos, tal y como se ha comentado en
el apartado de resultados. No obstante, considerando los estudios previamente
comentados, se realizd un sub-analisis (datos no presentados en este proyecto)
considerando solo a los pacientes fumadores activos vs los pacientes que nun-
ca habian fumado pero tampoco se observd una asociacion significativa con la
respuesta a los tres meses del inicio del tratamiento con alguno de los tres farma-
cos anti-TNFa analizados. Aunque en nuestro estudio no hemos observado asoci-
acion entre este habito y la respuesta EULAR, ésta no se puede descartar dada la
importancia del habito tabaquico en la patogenia de la AR. Existe la necesidad de
realizar estudios con una estratificacion de la poblacion mas detallada, conside-
rando ademas la intensidad del habito, ya que como se ha descrito, la asociacion
entre este habito y la respuesta puede verse sesgada por la estratificacion de la
muestra y la intensidad de la exposicion.

En nuestra serie no se objetivo una asociacion entre el habito tabaquico y la respu-
esta EULAR al tratamiento con terapias anti-TNFa

2.3.- Biomarcadores clinicos de respuesta

Tal y como se ha comentado en la revision de la literatura y en el apartado de la
metodologia los biomarcadores clinicos analizados en relacion a la respuesta al
tratamiento anti-TNFa en pacientes con AR han sido: la edad y los afos de evolu-
cion al inicio del tratamiento, el numero de FAMES y de comorbilidades previos y
el DAS28 a la semana basal. De todos estos biomarcadores el que ha suscitado
un mayor interés es el estudio de la actividad de la AR a la semana basal del inicio
de tratamiento determinada por el indice DAS28 (248.249.378),

En nuestro estudio el valor del DAS28 a la semana basal no estuvo asociado con la
respuesta clinica al tratamiento anti-TNFa. Tanto el grupo de pacientes responde-
dores como el grupo de pacientes no respondedores presentaban un valor de la
media del DAS28 a la semana basal practicamente superponible, 5,5+1,1y 5,4+
1,2, respectivamente. No obstante cuando consideramos los distintos tratamientos
anti-TNFa de forma individual se observé que en el grupo de pacientes tratados
con ADA un DAS28 mas elevado a la semana basal estaba asociado con una ma-
yor respuesta EULAR a la semana 12 del inicio del tratamiento. Sin embargo esta
asociacion no se observo en los otros dos grupos de tratamiento. Al refinar este
resultado observamos que en el grupo de pacientes tratados con ADA se detec-
taron 8 pacientes con valores extremos de DAS28 y que habian presentado una
respuesta muy favorable (datos no presentados), motivo por el cual consideramos
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que esta asociacion “DAS28 y tratamiento especifico” puede no ser realmente
cierta, a pesar de objetivarse en el analisis multivariante.

Esta ausencia de asociacion entre el DAS28 a la semana basal y la eficacia clinica
coincide con los resultados reportados en el estudio del registro britanico, BSRBR.
En esta cohorte no se observo una asociacion significativa entre el valor de la me-
dia del DAS28 (SB) y la respuesta EULAR alos 6 meses de iniciado el tratamiento,
no obstante al analizar este indice por cada uno de sus componentes se observo
qgue los valores elevados de VSG estaban asociados a una peor respuesta @39,

En nuestro estudio no hemos podido realizar este subanalisis por no disponer de
estos datos en el cuestionario clinico de AR del proyecto PSE IMID-Kit.

Antes de comentar los resultados del presente proyecto en concordancia con los
resultados del registro britanico, debemos sefalar que en relacion al tratamiento
de la AR con FAMES esta claramente establecido que la actividad de la enferme-
dad medida por el indice DAS28 al inicio del tratamiento con FAMES es un factor
pronostico muy importante para alcanzar la remision. Esta relacion seréa posteri-
ormente comentada en el apartado de biomarcadores de remision pero hemos
considerado citarla aqui de nuevo por el antecedente que supone.

Si observamos la tabla 7 de la pagina 48, se objetiva que la mayoria de los estu-
dios que evaluan de forma especifica la relacion existente entre el DAS28 a la
semana basal y la respuesta al tratamiento anti-TNFa se centran basicamente en
los criterios de remision.

En un estudio publicado por Aletaha et al 5% en el afio 2007 se observé una cor-
relacion positiva entre la actividad de la enfermedad a la semana basal evaluada
mediante los indices DAS28, SDAI y CDAIl,y la actividad de la enfermedad al afio
de seguimiento. En este estudio se incluyeron 1.342 pacientes con AR temprana
que recibian tratamiento en monoterapia (bien con MTX, ADA o ETA) y pacientes
que recibian ADA o ETA en terapia combinada con MTX. También analizaron 712
pacientes con AR avanzada que habian recibido tratamiento con MTX en mo-
noterapia o anti-TNFa combinado con MTX. En este estudio se realiz6 la valora-
cion de la actividad de la enfermedad a las 4, 8, 12, 24 y 52 semanas. Los resul-
tados de este estudio sugieren que la actividad de la enfermedad objetivada sobre
todo a la semana basal y al mes de iniciado el tratamiento esta significativamente
asociada a la actividad de la enfermedad al afio de tratamiento. En cualquier caso
la actividad de la enfermedad en todos los periodos de evaluacion (incluidas las
semanas 12y 24) se correlacionaba positivamente con la actividad de la enferme-
dad al afio del seguimiento.

Al afo siguiente Kristensen et al publicaron un estudio donde se incluyeron 1.565
pacientes con AR que habian recibido tratamiento anti-TNFa y se evalu¢ la efi-
cacia clinica mediante la respuesta ACR y EULAR, y la remision medida por el
indice DAS28 a los tres meses de tratamiento. En este estudio se objetivd una
correlacion directa entre la actividad de la enfermedad a la semana basal y la
buena respuesta ACR (i.e. ACR50 y ACR70). Sin embargo, se objetivé una relacion
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inversa con la remision determinada por los criterios EULAR que comentaremos en
el préoximo apartado 49,

Si analizamos todos estos datos en su conjunto, solo existen dos estudios que
evallen la asociacion entre el indice DAS28 a la semana basal y la respuesta
EULAR determinada a las 12 0 24 semanas de seguimiento, el estudio del registro
britanico y el presente proyecto. En ambos estudios no se identifica a la actividad
de la enfermedad al inicio del tratamiento determinada por el DAS28 como un bio-
marcador de respuesta al tratamiento anti-TNFa. Los otros dos estudios comenta-
dos, el estudio de Aletaha et al, evalla la actividad de la enfermedad a la semana
basal en relacion a la actividad alcanzada al afio de seguimiento, y el estudio
de Kristensen et al, evalla la actividad basal en relaciéon a la respuesta ACR50
y ACR70. En consecuencia, en base a nuestro estudio podemos concluir que no
existe una relacion entre el indice DAS28 a la semana basal y la respuesta EULAR
a las 12 semanas de tratamiento. Sin embargo, esto no implica que la respuesta
no este afectada por la actividad de la enfermedad al inicio del tratamiento. Los
criterios de respuesta EULAR contemplan la variacion absoluta del DAS28 y la
actividad de la enfermedad en el momento de la valoracion.

En nuestra serie no se ha objetivado una asociacion entre la actividad de la AR
determinada por el indice DAS28 a la semana basal y la respuesta EULAR al tra-
tamiento con terapias anti-TNFa.

El numero de FAMES previos determina otra variable estudiada cuando se anali-
zan biomarcadores clinicos de respuesta al tratamiento con anti-TNFa. En nuestro
estudio observamos que aquellos pacientes que han recibidos un mayor nume-
ro de FAMES presentan a las 12 semanas de seguimiento una menor respuesta
EULAR, y esta asociacion fue estadisticamente significativa. Estos resultados coin-
ciden con los datos reportados en la cohorte britanica donde también se observo
una asociacion entre el numero de FAMES previos y la respuesta EULAR al trata-
miento con anti-TNFa determinada a los 6 meses de seguimiento 3", No obstante
se debe considerar que en nuestro estudio el numero de FAMES previos fue en re-
lacion al inicio del estudio tal y como se comento en el apartado de la metodologia
y No con respecto al inicio del tratamiento bioldgico como en la cohorte britanica.

En nuestra serie se ha objetivado una asociacion entre el nimero de FAMES pre-
vios a la inclusion en el estudio en pacientes con AR y la respuesta EULAR al tra-
tamiento con terapias antiTNFa.

Otras variables analizadas en el presente proyecto como los afios de evolu-
cion de la enfermedad y la edad al inicio del tratamiento no estuvieron asociadas
de forma significativa con la respuesta EULAR a las 12 semanas de tratamiento.
De forma similar a los resultados de este proyecto, en ninguno de los estudios
comentados previamente se ha descrito una asociacion significativa entre la du-
racion de la enfermedad y la edad al inicio del tratamiento antiTNFa con la re-
spuesta clinica. Unicamente cabe sefialar que en el estudio de Hyrich et al @3
de la cohorte britanica se observé una asociacion no significativa entre la buena
respuesta EULAR vy el grupo de pacientes con una AR menos evolucionadas. Es
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este estudio se establecid un criterio de clasificacion segun la evolucion de la AR
a partir de un umbral de 5 afos de evolucion. En relacion a los afios de evolucion
de la enfermedad previos al inicio del tratamiento anti-TNFa debemos tener en
consideracion que en todos estos estudios previamente comentados y sobre todo
en los registros, se han incluido pacientes con AR de larga evolucion.

En nuestra serie no se se ha objetivado una asociacion entre los afios de evolucion
de la enfermedad y la edad al inicio del tratamiento y la respuesta EULAR al trata-
miento con terapias anti-TNFa.

2.4.- Biomarcadores serologicos de respuesta

Los biomarcadores serolégicos analizados en el presente proyecto han sido el
Factor reumatoide y los anticuerpos anti-CCP. En nuestra cohorte no se ha obser-
vado una asociacion significativa entre la respuesta al tratamiento anti-TNFa a las
12 semanas de seguimiento y la presencia o ausencia del FR o de los anticuerpos
antiCCP. En el analisis estratificado segun los distintos tratamientos se observo
gue el FR positivo estaba asociado de forma estadisticamente significativa a una
peor respuesta pero solo en el grupo de pacientes tratados con IFX. Esta asocia-
cién no se observo en los grupos de pacientes tratados con ADA y con ETA. Asi
mismo, la presencia de anticuerpos anti-CCP presentd una asociacion significativa
con la respuesta al tratamiento con ADA pero no con los demas farmacos anali-
zados.

Existen diferentes estudios que evaltuan la influencia de los autoanticuerpos sobre
la respuesta a los farmacos anti-TNFa con resultados realmente contradictorios.
En un estudio publicado por Bobbio-Pallavicini et al ?*") en el que se incluyeron
132 pacientes con AR de larga evolucion, tratados con anti-TNFa, no se objetivo
una diferencia significativa entre el grupo de pacientes respondedores y no res-
pondedores en relacion a la positividad de los anticuerpos anti-CCP y del FR No
obstante en este estudio, los titulos del FR de tipo IgA al inicio del tratamiento
estaban elevados de forma significativa en los pacientes no respondedores en
comparacion con los pacientes respondedores.

Sin embargo, Potter et al ?*® que incluyeron 642 pacientes tratados con los tres
farmacos anti-TNFa mas frecuentemente comercializados observaron que los pa-
cientes con FR positivo y anticuerpos anti-CCP positivos presentaban de forma
significativa un menor descenso de los valores del DAS28 a los 6 meses de ha-
ber iniciado el tratamiento en comparacion con los pacientes con FR negativo y
anti-CCP negativo. Este andlisis se realizd en relacion al IFX y al ETA ya que en
este estudio el grupo de pacientes tratados con ADA fue excluido por representar
un bajo tamafio muestral. Es importante sefalar que en este estudio no se habia
incluido un grupo control para establecer con certeza esta asociacion y que la
determinacion de estos anticuerpos fue realizada en algunos pacientes después
del inicio del tratamiento y no a la semana basal. No obstante este estudio coin-
cide parcialmente con nuestros resultados ya que la asociacion mas robusta se
observo con el grupo de pacientes tratados con IFX.
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En acuerdo con este estudio, en el subanalisis del registro britanico BSRBR que
analizaba esta asociacion se objetivaron unos resultados similares. Se observo
que la presencia de FR y de los anticuerpos anti-CCP en pacientes con AR trata-
dos con bioldgicos estaba asociada a una menor respuesta al tratamiento y que la
utilizacion de MTX en forma concomitante con ETA estaba asociado a una mejor
respuesta.

Recientemente se ha publicado otro articulo que incluye una muestra de 450 pa-
cientes tratados con anti-TNFa (IFX, ETA i ADA) que observd que la presencia de
anticuerpos anti-citrulinados estaba asociada a una peor respuesta a los 6 meses
de iniciado el tratamiento sin hacer distincion segun el farmaco anti-TNFa ¢%®. Tal
y como se ha comentado en la introduccion este estudio aporta datos interesantes
en relacion al tipo de péptido citrulinado evaluado. A pesar de que estos autores
concluyen que existe una asociacion negativa entre la presencia de anticuerpos
anti-CCP y la respuesta, esta puede estar restringida a anticuerpos dirigidos con-
tra determinados péptidos citrulinados. Observaron que los anticuerpos anti-cFib
como los anticuerpos anti-CCP estaban asociados a una pobre respuesta. En con-
traste, los anticuerpos CEP-1y cVim, los cuales se ha demostrado que estan fu-
ertemente asociados con el epitope compartido, no estuvieron asociados con la
respuesta.

A diferencia de los estudios comentados previamente cabe destacar el estudio
publicado por Klassen et al, en el ano 2011, en el que se objetiva una asociacion
posible entre la presencia de FR y de anticuerpos anti-CCP. De tal forma que la
presencia de FR y de anticuerpos anti-CCP condicionan una mejor respuesta al
tratamiento anti-TNFa en pacientes con AR. Este estudio se realizd en pacientes
que recibieron solo tratamiento con IFX y en un reducido nimero de pacientes
(n=101). Se evalud la respuesta a las 16 semanas de tratamiento, un periodo de
tiempo relativamente mas corto que en los otros estudios que objetivan una asoci-
acion negativa y similar a la del presente proyecto donde no objetivamos ninguna
asociacion.

Los datos publicados hasta la actualidad son contradictorios y difieren sustan-
cialmente en el periodo en el que se determina la repuesta, la asociacion variable
segun el farmaco anti-TNFa y la hipotesis de una asociacion restringida solo a de-
terminados péptidos citrulinados. Deben realizarse mas estudios para determinar
si la presencia o ausencia del FR y anticuerpos anti-CCP determina la respuesta
a largo plazo, hecho que seria de gran importancia en la practica clinica, y si su
asociacion puede estar también determinada por el tipo de anti-TNFa, sobre todo
en relacion a la existencia de una posible asociaciéon con la estructura molecular
del farmaco. En este sentido existen resultados muy preliminares en el Grup de
Recerca de Reumatologia en los que se objetiva que la respuesta y el estatus de
positividad para estos anticuerpos podria estar condicionada por la estructura mo-
lecular del anti-TNFa (i.e. anticuerpo monoclonal vs receptor soluble). Estos datos
quizas podrian explicar los resultados obtenidos en el presente proyecto y en el
estudio publicado por Potter et al.
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En nuestra serie no se ha objetivado una asociacion entre la presencia o ausen-
cia del FR y de los anticuerpos anti-CCP en los pacientes con AR y la respuesta
EULAR al tratamiento con terapias anti-TNFa.

3.- Biomarcadores no genéticos de remision al tratamiento anti-TNFa

Tal y como se ha comentado previamente en distintos apartados de este docu-
mento y esta aceptado ampliamente en la literatura, el objetivo terapéutico en la
artritis reumatoide ha cambiado sustancialmente en los ultimos afnos. Esta evolu-
cién queda refleja tanto en los ensayos clinicos, como en los consensos de las
distintas sociedades cientificas y como en la practica clinica diaria. Al inicio del
desarrollo de los tratamientos bioldgicos los distintos ensayos clinicos tenian como
objetivo primario alcanzar una respuesta ACR20 (162167.169)  Actualmente este grado
de respuesta ya se considera insuficiente y los ensayos clinicos mas recientes
esta diseflados para alcanzar respuestas ACR50, ACR70 o incluso la remision (i.e
ACR 90 o remision EULAR) (75179 | os Ultimos consensos sobre la indicacion de
terapia bioldgica ya constatan que el objetivo fundamental en el tratamiento de
la AR es alcanzar la remision o un grado minimo de activad, o que se denomina
como LDA (Low Disease Activity) (119:363.364) En |a practica clinica este objetivo es
una realidad ciertamente posible si se utilizan las estrategias de tratamiento mas
adecuadas para cada paciente y se realiza un control estricto de la actividad de
la enfermedad mediante el uso continuo de medidas de desenlace y la atenciéon
al paciente por parte de facultativos altamente especializados y personal sanitario
de apoyo entrenado. Por tanto en este contexto ampliamente consensuado uno
de los retos mas importantes en investigacion biomédica, ya no es solo encontrar
biomarcadores asociados a la respuesta clinica sino analizar si estos biomarca-
dores también son validos para predecir la remision o en su defecto identificar
biomarcadores especificos de remision.

En base a esta necesidad clinica prioritaria se ha realizado un subanalisis para
identificar biomarcadores no genéticos de remision y evaluar su posible superpo-
sicion con los biomarcadores de repuesta al tratamiento anti-TNFa en pacientes
con AR. En nuestra serie 127 pacientes que representan un 20% de todos los
sujetos a estudio han alcanzado la remision a las 12 semanas de tratamiento. El
porcentaje de pacientes que alcanzan la remision es el esperado, tal y como co-
mentaremos posteriormente, y suficiente para realizar un subanalisis que nos per-
mita identificar biomarcadores clinicos de remision.Sin embargo no se ha podido
realizar el subanalisis para identificar biomarcadores genéticos de remisiéon debi-
do a la falta de poder estadistico como resultado de un pequefio tamafio muestral.

El concepto de remision a pesar de que es un objetivo terapéutico alcanzable esta
sometido a la contradiccion de su definicion. Desde el punto de vista clinico se
utiliza el termino remision como sindnimo de remision clinica y en este contexto es
tal y como se ha utilizado en el presente proyecto. Sin embargo esta ampliamen-
te aceptado que remision clinica no es sindbnimo de remision biolégica y que un
porcentaje elevado de pacientes que se considera que estan en remision clinica
la enfermedad progresa lentamente %22 y la inflamacién subclinica puede llevar a
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una mayor destruccion articular y una mayor discapacidad funcional. Ademas se
conoce que un 50 aproximadamente de los pacientes que estan en remision pre-
sentan una reactivacion de la enfermedad dentro de los siguientes 6 0 12 meses ¢,
La utilizaciéon de técnicas de imagen como la Ecografia EcoDopler y la Resonan-
cia Magnética Nuclear, constituyen herramientas importantes para aportar datos
objetivos de actividad en los pacientes en remision clinica y se esta trabajando en
distintitas lineas de investigacion para definir los criterios de remision medidos por
Ecografia y Resonancia. Aunque el uso de estas técnicas va a ser fundamental
para delimitar el concepto de remision clinica, su utilizacion en la practica clinica
diaria esta limitada por su disponibilidad y elevado coste. Ademas en un estudio
a gran escala como el del presente proyecto en el que participan un elevado nu-
mero de investigadores, la utilizacion de técnicas de imagen y la medicion de la
actividad de la enfermedad queda actualmente limitado por si mismo. Por tanto en
este proyecto, hemos utilizado un criterio clinico para definir la remision y el mas
utilizado en los distintos ensayos clinicos, registros y practica clinica, un valor de
DAS28<2,6.

Un valor de DAS28<2,6 es un criterio de remision ampliamente utilizado tal y como
acabamos de comentar. Sin embargo y de forma muy reciente su utilizacion se
ha visto controvertida, sobre todo por estar muy influenciado por el valor de los
reactantes de fase aguda (i.e. VSG y PCR). El desarrollo de terapias biolégicas
que tienen un efecto directo sobre la PCR como por ejemplo el tocilizumalb (207:208)
ha puesto de manifiesto esta limitacion del DAS28 en la valoracion de la remision
y por tanto de la respuesta clinica.

Muy recientemente un grupo de expertos EULAR/ACR ha desarrollado unos nu-
evos criterios de remisién en pacientes con artritis reumatoide ???, tal y como se
describe en la introduccion. No obstante estos criterios son mucho mas estrictos
que los que habitualmente se han utilizado en la practica clinica diaria.

Kuriya et al ®® analizd la remision en un grupo de pacientes con AR de reciente
comienzo basandose en 8 definiciones e incluyendo la recientemente propuesta
por el EULAR/ACR. En los 369 pacientes incluidos en el estudio, se valoro la re-
mision a los 12 meses de tratamiento tanto en el grupo que habia recibido FAMES
tradicionales como en el grupo que habia recibido terapias bioldgicas. En este
estudio se observd que un 18% de los pacientes alcanzaba la remision utilizan-
do los nuevos criterios EULAR/ACR. Sin embargo utilizando el valor del indice
DAS28<2,6 el 40 % de los pacientes alcanzo la remision.

Un segundo estudio en el que se incluyd un elevado nimero de pacientes con AR
(n=1.083) y tratamiento con terapia bioldgica, se observd que un 16% de los pa-
cientes alcanzaba la remision al afio del inicio del tratamiento utilizando el criterio
del indice del DAS28 y el 13% de los pacientes alcanzaba la remision utilizando
los nuevos criterios de remision propuestos por el EULAR/ACR. Esta diferencia
entre ambos estudios puede deberse a que en el primer estudio se incluyeron
pacientes con AR de reciente comienzo y en el segundo pacientes con AR mas
evolucionadas. En este sentido tal y como se ha descrito previamente, en el pre-
sente proyecto se han incluido pacientes con AR de mas de 2 afios de evolucion
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con un valor medio de los afios de evolucion de la enfermedad de 9,4+7,8 afios.
Por tanto, en base a los resultados de este Ultimo estudio podemos considerar que
el impacto que pueda tener el haber utilizado el indice DAS28 para la seleccion
de los pacientes que estaban en remision va a ser minimo. En cualquier caso el
indice DAS28 para evaluar remision ha sido el mas utilizado hasta ahora y nos va a
permitir comparar con los resultados de otros estudios o registros. Desconocemos
la aplicabilidad de los nuevos criterios EULAR/ACR a largo plazo.

En nuestra muestra de 628 pacientes con AR de méas de dos afios de evolucion,
se observo que el 20 % de los pacientes habia alcanzado la remision a los tres
meses de iniciado el tratamiento anti-TNFa. Este porcentaje es claramente superi-
or al observado en el registro de la cohorte britanica 3" donde se utilizé el mismo
criterio (i.e. DAS28<2,6) para definir la remision a las 24 semanas de iniciado el
tratamiento con IFX y ETA. En este registro se observé un porcentaje de remision
del 9%. Los comentarios realizados en relacion a la respuesta son aqui también
aplicables en relacion a la comparacion de ambos registros. EIl menor porcentaje
de remision puede ser debido a que en el registro britanico se incluyen pacientes
con AR mas avanzadas que los pacientes con AR incluidos en nuestro estudio (9
vs 14 afios) y sobre todo a la indicacion mas tardia del tratamiento anti-TNFa en
la poblacion inglesa. Las diferencias en el periodo en el que se determina la remi-
sion y un DAS28 basal mas elevado también explican parte de las diferencias en
el porcentaje de remision alcanzado entre ambos estudios.

Sin embargo nuestros resultados coinciden con el estudio de Burmester et al 229
que analizaron una poblacion de 6.051 pacientes con AR tratados con ADA vy
analizaron la remision utilizando varios criterios entre ellos el criterio del DAS28<
2,6 a las 12 semanas de iniciado el tratamiento. En este estudio al igual que en
el nuestro, el 20 % de los pacientes alcanzaron la remision a las 12 semanas de
iniciado el tratamiento anti-TNFa. No obstante ambos estudios difieren en el trata-
miento analizado ya que el estudio de Burmester et al ?® solo se incluyeron paci-
entes tratados con ADA.

En un segundo estudio publicado por Mancarella et al %) se incluyeron 597 pa-
cientes tratados con los tres anti-TNFa mas comercializados (IFX, ETA y ADA) y
observaron que un 25 % de los pacientes alcanzaron un indice DAS28< 2,6 a
las 24 semanas de tratamiento. Estos resultados coinciden con el estudio de la
cohorte DANBIO ©¢" que incluyé 1.839 pacientes con AR tratados con los mismos
anti-TNFa y en donde se observd una remision determinada por el criterio del
DAS28 a los 6 meses de tratamiento del 26 % de los pacientes. En ambos estu-
dios la mayoria de los pacientes eran AR avanzadas pero con un valor de la media
del tiempo de evolucion de la enfermedad menor que los pacientes con AR de la
cohorte britanica, lo que podria explicar en gran parte las diferencias observadas
con los otros estudios.

En la actualidad tampoco existen estudios head-to-head que evalluen la eficacia
de los distintos tratamientos antiTNFa para alcanzar la remision. No obstante exis-
ten registros anteriormente comentados como el registro DANBIO en el que se
observd que los pacientes tratados con ADA alcanzaban con mayor frecuencia
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la remision a los 6 meses de iniciado el tratamiento, mientras que los pacientes
tratados con |FX alcanzaron una menor tasa de remision en relacion a los demas
tratamientos 6,

Sin embargo en el estudio de la cohorte italiana % que incluyd 1.005 pacientes
con AR establecida (228 tratados con ETA, 282 tratados con ADA y 495 tratados
con IFX) se observd que el 29,9% de los pacientes alcanzan la remision valora-
da por el indice DAS28<2,6 después de 14,57 meses de seguimiento. En este
estudio no se objetivaron diferencias significativas en el porcentaje de remision
alcanzado en cada uno de los tres farmacos anti-TNFa. De forma interesante en
este estudio no se observo ninguna asociacion entre el porcentaje de remision y
los afios de evolucion de la enfermedad.

Coincidiendo con estos resultados, en nuestro estudio se ha observado que el tra-
tamiento con IFX estaba asociado de forma estadisticamente significativa con un
mayor porcentaje de pacientes que no alcanzaban la remision a las 12 semanas
de tratamiento (OR= 2,89) y que el tratamiento con ETA estaba asociado de forma
significativa con un mayor porcentaje de pacientes que alcanzaban la remision
(OR=0,53).

3.1.- Biomarcadores epidemiolégicos de remisiéon

El numero de estudios publicados hasta la actualidad disefiados especificamente
para observar datos de remision en pacientes con AR tratados con anti-TNFa es
muy reducido 2% 232360 y en muchas ocasiones estos datos se obtienen de estu-
dios que evaluan al repuesta ACR20, ACR50 o respuesta EULAR como objetivo
primario, con las limitaciones que ellos comporta.

Tal y como se observa en la tabla 3 de la introduccion (pagina 44) existen varios
estudios 231232229 en |os que se contempla evaluar la relacion entre el género de
los pacientes y la remision al tratamiento anti-TNFa. En los estudios de Hyrich,
Mancarella y Burmester, se observo que el género masculino es un biomarcador
asociado a la remision en pacientes con AR y que reciben tratamiento anti-TNFa.
Forslind et al %" incluyeron 698 pacientes con AR de reciente comienzo (<1 afo)
qgue habian recibido tratamiento con FAMES convencionales al inicio del estudio
y posteriormente en algunos pacientes se asocio a la terapia biologica. En este
estudio se utilizd como parametro de valoracion de la remision el indice DAS28
alos 18, 24 y 60 meses y observaron que el género masculino era el predictor mas
robusto de remisién en pacientes con AR de reciente comienzo independiente-
mente del valor del DAS28 a la semana basal. En el presente proyecto hemos
observado una débil asociacion (P=4,4E-02) entre el género masculino y la remi-
sion, pero solo en el analisis univariante, ya que al realizar el analisis multivari-
ante esta asociacion desaparecio. Estos resultados pueden explicarse porque en
nuestra muestra el grupo de pacientes de género masculino presenté un DAS28
a la semana basal inferior de forma significativa en comparaciéon con el de los
pacientes de género femenino (datos no presentados en el presente proyecto).
Teniendo en cuenta los datos publicados y comentados previamente, no podemos
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descartar que no exista una asociacion entre el género masculino y la remision, y
que esta asociacion no este influenciada por la actividad de la enfermedad medi-
da por el DAS28 a la semana basal.

En nuestra serie se ha objetivado una asociacion entre el género masculino en los
pacientes con AR y la remision clinica determinada por un indice DAS28<2,6 al
tratamiento con terapias anti-TNFa.

En relacion al resto de los biomarcadores epidemiologicos analizados en el pre-
sente proyecto de tesis doctoral no se han objetivado diferencias significativas
entre el nivel de estudios, el habito tabaquico y el consumo de alcohol vy la re-
mision determinada por el indice DAS28 a las 12 semanas de haber iniciado un
tratamiento anti-TNFa.

Al igual que los resultados obtenidos al analizar el nivel de estudios en relacion
con la repuesta a los distintos tratamientos anti-TNFa se ha observado una aso-
ciacion estadisticamente significativa entre la remision y el grupo de pacientes
tratados con ADA. En este grupo se observo que a mayor nivel educativo existia
una mayor probabilidad de alcanzar la remision lo que nos sugiere de nuevo que
el nivel de estudios debe ser realmente considerado cuando se indica un trata-
miento.Tras una exhaustiva revision de la literatura este es el primer estudio que
valora la relacion existente entre el nivel de estudios y la respuesta, incluida la re-
mision, al tratamiento anti-TNFa por lo que seria muy interesante llevar acabo mas
estudios para poder confirmar esta asociacion.

En nuestra serie se ha objetivado una asociacion entre el nivel de estudios de los
pacientes con AR y la remision clinica determinada por un indice DAS28<2,6 al
tratamiento con terapias anti-TNFa.

En relacion al consumo de alcohol se observd que los pacientes tratados con
IFX que consumen alcohol tienen una mayor probabilidad de alcanzar la remision
(OR=0,19). Sin embargo en el grupo de pacientes tratados con ETA el consumo
de alcohol parece disminuir la probabilidad de alcanzar la remisién (OR=2,05)
aunque esta asociacion desaparecio al incluir en el analisis otras variables. Hasta
la fecha no hemos encontrado ningun otro estudio que valore la asociacion entre
el consumo de alcohol y la respuesta a estos tratamientos o incluso la remision, a
pesar del elevado consumo de alcohol en la sociedad y que alcanza en nuestra
serie un 73 % de los pacientes con AR que reciben tratamiento anti-TNFa.

En nuestra serie no se ha objetivado una asociacion entre el consumo de al-
cohol de los pacientes con AR y la remision clinica determinada por un indice
DAS28< 2,6 al tratamiento con terapias anti-TNFa.

De forma similar al consumo de alcohol, no hemos objetivado en nuestra serie de
pacientes una asociacion estadisticamente significativa entre la remision al tra-
tamiento anti-TNFa y el habito tabaquico. La asociacion significativa observada
entre el habito tabaquico y la remision en el analisis univariante desaparece en el
analisis mutivariante al incluir en el analisis el género y el estatus de anticuerpos
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anti-CCP. En el sub-analisis comentado en el apartado de resultados tampoco se
observd una asociacion al considerar solo a los pacientes fumadores activos vs
los pacientes no fumadores. Estos datos coinciden con el estudio realizado por
Burmester et al ®?9 en el que tampoco se observé una asociaciéon con el habito
tabaquico y la remision. No obstante en este estudio, tal y como se ha comentado,
solo se incluyeron pacientes tratados con ADA y no se incluyeron pacientes trata-
dos con ETA e IFX. Precisamente los escasos estudios realizados en los cuales el
tabaquismo ha sido estudiado méas ampliamente como un factor asociado a una
peor respuesta al tratamiento anti-TNFa incluyen sobre todo pacientes tratados
con IFX y ETA. En el estudio publicado por Saevarsdottir et al ¥4, se analizé la
respuesta EULAR y la remision segun el criterio del DAS28<2,6 en una cohorte de
535 pacientes tratados con anti-TNFa y al igual que en nuestro estudio evaluaron
la respuesta a las 12 semanas de tratamiento. En este estudio se observaron unos
resultados paralelos a los obtenidos en relacion con la respuesta EULAR. Los pa-
cientes fumadores activos en el momento del diagndstico tienen una menor pro-
babilidad de alcanzar la remision que los pacientes exfumadores y los pacientes
no fumadores.

En nuestra serie no se ha objetivado una asociacion entre el habito tabaquico de
los pacientes con AR y la remision clinica determinada por un indice DAS28 < 2,6
al tratamiento con terapias anti-TNFa.

3.2.- Biomarcadores clinicos de remision

En relacion a los biomarcadores clinicos de remision en pacientes con AR que
reciben tratamiento anti-TNFa Unicamente se ha objetivado una asociacion signi-
ficativa con la actividad de la enfermedad determinada por el indice DAS28 a la
semana basal. Ademas esta asociacion se confirma para cada uno de los trata-
mientos anti-TNFa: IFX, ETA y ADA.

En nuestra poblacion de pacientes se ha observado de forma robusta que a me-
nor valor del DAS28 al inicio del tratamiento existe una mayor probabilidad de al-
canzar la remision a las 12 semanas de seguimiento, y esta asociacion fue estadi-
sticamente significativa en los tres grupos de tratamiento anti-TNFa analizados.
El valor de la media del DAS28 en los pacientes que alcanzaron o no la remision
fue de 5,71x1,1 y 4,83%1, respectivamente. Practicamente para una diferencia en
un punto en el valor de la media del DAS28 a la semana basal se determina esta
marcada diferencia en el porcentaje de pacientes que alcanzan la remision. La
diferencia de asociacion se mantiene significativa en el analisis multivariante.

Los resultados de nuestro estudio estan en consonancia con la mayoria de los da-
tos publicados en lo que respecta a la remision, a pesar de lo que hemos comen-
tado previamente en relacion a la respuesta EULAR sobre la que se han publicado
resultados mas dispares.
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En un estudio publicado en el afo 2007 que incluyd 881 con AR y terapia biolo-
gica (IFX, ETA, ADA y ANK) y 265 con terapia con un FAME convencional, todos
procedentes del registro aleman RABBIT (German acronym for Rheumatoid Ar-
thritis—-Observation of Biologic Therapy), se observd que los pacientes que recibian
tratamiento con terapias biolégicas tenian el doble de probabilidad de alcanzar la
remision en comparacion con los pacientes que fueron tratados con FAMES con-
vencionales. Entre los pacientes que alcanzaron la remision se observd que un
valor bajo en el DAS28 a la semana basal y una puntuacién en el HAQ<1,75 eran
claros predictores de respuesta al tratamiento 57,

Aletaha et al % anteriormente comentado, observaron que aquellos pacientes
que presentaban una actividad moderada o baja de la enfermedad a la semana
basal tenian una mayor probabilidad de alcanzar la remision de la enfermedad a
los 12 meses de iniciado el tratamiento en comparacion con aguellos pacientes
que iniciaban el tratamiento con una actividad elevada de la enfermedad. Ademas
se observo que quellos pacientes que alcanzaron la remision al afio de seguimien-
to eran aquellos pacientes ya habian alcanzado bajos valores del indice SDAI a
los tres meses de tratamiento. Estos datos sugieren que la respuesta alcanzada
a los 3 meses de iniciado el tratamiento se correlaciona de forma positiva con la
actividad de la enfermedad al afio de tratamiento. Al igual que en nuestro estudio,
estos resultados también se confirmaron con los diferentes esquemas terapéuti-
cos analizados (MTX y anti-TNFa ambos en monoterapia y anti-TNFa en combina-
cién con MTX).

De nuevo estos resultados coinciden con otros estudios, como el estudio publi-
cado por Keystone et al (251) que incluyeron pacientes procedentes del estudio
TEMPO (n=677) tratados con MTX y ETA en monoterapia y ETA combinado con
MTX (n=167) y del estudio ERA (n=414) tratados con MTX y ETA en monoterapia
(381) y observaron que los pacientes con una actividad moderada alcanzaron con
mayor frecuencia la remision o una actividad mas baja valorada por el indice de
DAS28 al afio de tratamiento con MTX y/o ETA en comparacion con los pacientes
con una actividad mas elevada de la enfermedad al inicio del tratamiento.

Contrariamente a estos resultados cabe citar el estudio realizado en la cohorte
italiana publicado por Atzeni et al ¢ donde no se observé ninguna asociacion
entre los valores del indice DAS28 a la semana basal y la remisién a los 6 meses
de tratamiento con los tres anti-TNFa. No obstante en este estudio investigaron el
rol de cada uno de los componentes del indice de forma individual y observaron
que una VSG elevada y un recuento elevado de articulaciones dolorosas estaba
asociado con una menor remision.

En nuestra serie se ha objetivado una asociacion entre el DAS28 a la semana ba-
sal de los pacientes con AR y la remision clinica determinada por un indice DAS28
<2,6 al tratamiento con terapias anti-TNFa.

En nuestro estudio, la edad al inicio del tratamiento anti-TNFa no estaba asociada
con la remision a las 12 semanas de seguimiento. Esto difiere de los resultados
del estudio publicado por Burmester et al ??® que observd que la edad al inicio
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del tratamiento anti-TNFa estaba asociada de forma significativa con la remision.
En este estudio que incluy6 6.051 pacientes tratados con ADA se observo que los
pacientes menores de 52 afios tenian mayor probabilidad de alcanzar la remision
alas 12 semanas en comparacion con los pacientes mayores de esa edad. Estos
resultados coinciden con los resultados publicados por de Mancarella et al %)
donde observaron que los pacientes mas jovenes alcanzaban la remision a los 6
meses del tratamiento anti-TNFa con mayor frecuencia que los pacientes de ma-
yor edad.

En nuestra serie no se ha objetivado una asociacion entre la edad al inicio del tra-
tamiento de los pacientes con AR y la remision clinica determinada por un indice
DAS28<2,6 al tratamiento con terapias anti-TNFa.

El numero de FAMES previos fue otra variable analizada en nuestro estudio que
presentd una asociacion inversa con la remision pero solo entre los pacientes
tratados con ADA, coincidiendo con los resultados de otros estudios en donde
esta variable fue identificada como un biomarcador negativo de remision (231251,

En el anédlisis global independiente por farmaco no se objetivd ninguna asociacion
entre el numero de FAMES previos y la presencia de remision a los tres meses de
tratamiento.

Cabe destacar que uno de estos estudios a los que hacemos referencia es el estu-
dio del registro britanico ?*" donde se observo una relacion inversa a partir de una
muestra de 292 pacientes en remision pero que solo habia recibido tratamiento
con IFX o ETA. El estudio que Uunicamente valora pacientes tratados con ADA y en
base a nuestros datos es de especial interés, es el estudio publicado por Burmes-
ter et al ®?9, En este estudio se incluyeron 6.610 pacientes con AR que recibieron
tratamiento con ADA y a partir de una muestra de 1.187 pacientes que alcanzaron
la remision a las 12 semanas no se objetivd una asociacion entre el nimero de
FAMES previos y la remision.

En nuestra serie no se ha objetivado una asociacion entre el nimero de FAMES
previos de los pacientes con AR y la remision clinica determinada por un indice
DAS28< 2,6 al tratamiento con terapias anti-TNFa.

3.3.- Biomarcadores seroldgicos de remisi6n

De forma similar se ha observado en el analisis de los biomarcadores seroldgicos
de respuesta EULAR, cuando analizamos los biomarcadores serolégicos de remi-
sibn no hemos observado ninguna asociacion significativa entre la presencia del
FR y los anticuerpos anti-CCP y la remision a las 12 semanas de tratamiento. Sin
embargo al igual como ocurre con los resultados publicados en relacion a la aso-
ciacion de los anticuerpos y la respuesta EULAR, la relacion entre la presencia del
FR y los anticuerpos anti-CCP y la remision no esta bien establecida.
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En el estudio publicado por Mancarella et al % se incluyeron un total de 1.257
pacientes con AR que iniciaron el tratamiento con anti-TNFa y se objetivd remi-
sion clinica en el 24% de los pacientes con FR positivo y en el 36% de los paci-
entes con FR negativo. La asociacion negativa entre el FR y la remision, aunque
débil, fue estadisticamente significativa (P=3E-02).

Sin embargo, los resultados de nuestro estudio coinciden con los de otros estu-
dios, como el publicado por Burmester et al ?*® que analizé la remisién en 6.610
pacientes con AR y tratamiento con ADA, de los cuales 1.257 alcanzaron la remi-
sion a las 12 semanas. En este estudio tampoco observaron una asociacion es-
tadisticamente significativa entre el estatus de FR y la remision. En este estudio no
se evaluo la relacion entre los anticuerpos anti-CCP y la remisién. Asi mismo, los
resultados de Burmester y los del presente proyecto coinciden con los resultados
del estudio de la cohorte britanica ©3" que incluyd 2.879 pacientes y que valoraron
la remision a los 6 meses del tratamiento con ETA y con IFX. En este estudio tam-
pOCO se observo una asociacion significativa entre la presencia del FR y la remisi-
on. Los resultados publicados por Atzeni et al ®® en relaciéon a la cohorte italiana
también objetivan unos resultados similares. En esta cohorte se incluyeron 1.005
pacientes con ARy se evalud la remision utilizando el criterio del DAS28 <2,6 y se
observé que la presencia del FR positivo y de los anticuerpos anti-CCP positivos
no estaban asociados con la remision al tratamiento con anti-TNFa.

En nuestra serie no se ha objetivado una asociacion entre el FR y los anticuerpos
anti-CCP en los pacientes con AR y la remision clinica determinada por un indice
DAS28< 2,6 al tratamiento con terapias anti-TNFa.

179



AR-antiTNFa BIOMARCADORES DE RESPUESTA

4.- Biomarcadores genéticos de respuesta al trata-
miento anti-TNFa

4.1.- Caracteristica de los sujetos del estudio

La muestra incluida para el anélisis de asociacion del genoma completo es una
muestra representativa de toda la cohorte de 628 pacientes, con caracteristicas
similares, no encontrandose diferencias significativas entre las caracteristicas epi-
demiologicas, clinicas y seroldgicas entre ambas cohorte (datos no presentados
en este estudio).

La poblacién incluida en nuestro estudio de GWAS presenta algunas diferencias
importantes a considerar, en relacion a las caracteristicas epidemioldgicas, clini-
cas y seroldgicas con respecto a la poblacion incluida en los otros estudios GWAS
anteriormente publicados, tal y como se observa en la tabla 48.

Tabla 48. Caracteristicas de los pacientes incluidos en los GWAS en realcion a la respu-
esta al tratamiento anti-TNF.a

Variables Proyecto de tesis Liu et al Plant et al Krintel et al
Género Femenino 82% 75% 78% 80%
Tabaco Fumador 25% 15% 17% 33%

Exfumador 18% - 26%
No Fumador 57% - 57%

FR + 78% 84% - 63%
anti-CCP + 78% 62% - 59%
Edad al inicio del trata- 53,35+11,8 57+13,5 58+11,0 55+14,0

miento anti-TNFa
Afios de 10,24+8,2 818,0 14+10 11+11,0
evolucién de la
enfermedad
DAS28 (SB) 5,57+1,1 5,2+0,8 6,7+0,9 4,9+1,2

En estos cuatro estudios GWAS, el género que predomina es el femenino (entre 75
y 82 % de los pacientes). Nuestro estudio es el Unico estudio que analiza variables
epidemioldgicas tales como el nivel de estudios y el consumo de alcohol por lo
que no podemos comparar las frecuencias observadas en el presente proyecto.

En nuestro estudio hemos estratificado la muestra en relacion al habito tabaquico
de forma similar al estudio de Plant et al ®® y a diferencia de los estudios de Liu et
al @29y Krintel et al ?’9 hemos considerado el estatus de exfumador. Con respecto
a la frecuencia observada de pacientes fumadores activos, se observd una mayor
frecuencia en nuestro estudio y en el estudio de Krintel et al (25% y 33% de los
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pacientes, respectivamente) en comparacion con los estudios de Liu et al y Plant
et al (15% y 17%de los pacientes, respectivamente).

La frecuencia de pacientes con FR positivo en nuestra muestra (78 % de los paci-
entes) y anti-CCP positivo (78 % de los pacientes) es similar a la observada en los
otros estudios GWAS, a excepcion del estudio de Plant et al, en el que no dispo-
nemos de estos datos.

Al igual que en el estudio de Liu et al y de Krintel et al los pacientes incluidos en
nuestro estudio eran pacientes naive a terapias biolégicas. Sin embargo en el
estudio de Plant et al incluyeron 26 pacientes (5%) con el antecedente de haber
recibido tratamiento anti-TNFa previamente. En nuestro estudio ademas se obser-
vO una mayor frecuencia de pacientes tratados con ETA y una menor frecuencia
de pacientes tratados con IFX y con ADA (ETA (n=133 (37%)), IFX (n=132 (36%)),
ADA (n=96 (27%)) coincidiendo con el estudio de Liu et al (ETA (n=39 (44%)), IFX
(n=32 (36%)), ADA (n=18 (20%)). A diferencia de nuestro estudio y del estudio de
Liu et al, el estudio de Plant et al, incluia pacientes tratados con mayor frecuencia
con IFX (n=260 (46%)) y con menor frecuencia con ETA (n=244 (43%)) y con ADA
(n=62 (11%). En el estudio de Krintel et al, al igual que en el estudio de Plant et
al incluyeron pacientes con mayor frecuencia tratados con IFX (142 (72%)) y en
menor frecuencia con ADA (n=42 (22%)) y a diferencia de todos los demas GWAS
incluyendo el nuestro, un porcentaje inferior de pacientes tratados con ETA (n=12
(6%)).

La diferencia mas llamativa entre los cuatro GWAS es la observada en relacion a
los afios de evolucion de la enfermedad y el valor del DAS28 al inicio del tratami-
ento. En el estudio de Plant et al los valores de la media del DAS28 a la semana
basal fueron méas elevados posiblemente debido a las estrictas recomendaciones
de la guia britanica comentadas anteriormente. Por otra parte en nuestro estudio
hemos incluido pacientes de menor edad que los pacientes incluidos en los otros
estudios GWAS (53,35 + 11,8 afios).

4.2.- Estudio de Asociacion de Genoma Completo
4.2.1.- Diseno del estudio

El disefio de los estudios de asociacion de genoma completo (Genome Wide As-
sociation Study, GWAS) orientados a la identificacion de variantes genéticas aso-
ciadas a fenotipos complejos, como por ejemplo la respuesta a tratamientos, debe
tener en cuanta varios aspectos.

Un primer aspecto fundamental es la capacidad de cribado de la variabilidad
del genoma (genome coverage en inglés) de la plataforma de genotipado. Es
importante recordar que los estudios GWAS explotan la propiedad del desequi-
librio de ligamiento para detectar de forma directa o indirecta la asociacién con
el fenotipo de interés. Por tanto, determinados aspectos como la densidad de
los marcadores pero, sobre todo, la ubicacion de estos marcadores van a ser
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fundamentales. En el momento de la decision sobre la plataforma de genotipa-
do para el presente GWAS, las principales plataformas disponibles en el merca-
do eran el microarray BeadChip Quad610 de llluminay el microarray GeneChip
Affy6.0 de Affymetrix. La primera plataforma, fue disefiada teniendo en cuenta
una seleccion mas eficiente de los SNPs, explotando la informacion sobre el de-
sequilibrio de ligamiento generada por el proyecto internacional HapMap. De esta
forma, aunque el BeadChip de lllumina tenia practicamente la mitad de sondas
que la tecnologia de Affymetrix (550.000 vs 1.000.000) su capacidad de cribado
era muy similar. De hecho, determinados estudios sobre el rendimiento econdmi-
co acabarian demostrando que, para un mismo presupuesto, el rendimiento del
Quad610 era superior al rendimiento del Affy 6.0. (http.//www.plosgenetics.org/
article/info%3Adoi%2F10.1371%2Fjournal.pgen. 1000477).

Una vez seleccionada la plataforma 6ptima de genotipado, el otro aspecto crucial
de un estudio GWAS es el tamafio muestral. Aunque este aspecto es importante
en cualquier andlisis estadistico, en los estudios gendémicos, donde el numero de
variables analizadas es muy superior al nUmero de muestras analizadas, la gene-
racion de falsos positivos es una limitacion muy importante. La principal estrategia
para reducir estos falsos positivos es el aumento en el niumero de muestras ana-
lizadas aunque en muchas ocasiones, el coste econémico o la enorme dificultad
de obtener las muestras impide mejorar el disefio. El tamafio muestral necesario
depende directamente de las caracteristicas de la asociacion genética que se
pretende detectar. Cuanto menor sea el efecto genético que se espera identifi-
car (i.e. Odds Ratio asociado a la no respuesta a anti-TNFa), mayor es el tamafio
muestral requerido para detectarlo.

Otros aspectos también relevantes sobre la capacidad de identificar nuevos loci de
riesgo son el modelo genético subyacente (i.e. Aditivo, Multiplicativo, Dominante o
Recesivo), la prevalencia del rasgo fenotipico dentro de la poblaciéon y la frecuen-
cia del alelo de riesgo. Resulta evidente, sin embargo, que cuando se analiza por
primera vez un rasgo complejo como la respuesta a un tratamiento, es imposible
tener una estimacion precisa de estos parametros. Generalmente, en estos casos
se lleva a cabo una estimacion del minimo efecto genético que se puede detectar
con un poder suficiente (i.e. 80%). En el disefio del presente proyecto, asumiendo
parametros no extremos (MAF= 0,2, prevalencia (no respuesta) = 30%, a = 5E-08,
modelo genético multiplicativo), con el tamafio del presente GWAS tenemos >80%
de poder para detectar loci con un OR > 2.2. Por tanto, nuestro tamafio muestral
puede identificar efectos genéticos moderados. En comparacion, el disefio de
Krintel et al tendria un 15% de poder para detectar loci con un OR= 2,2y el disefio
de Liu et al no llegaria a penas al 1% de poder para este efecto genético. En di-
sefio de Plant et al tendria un poder superior (>95%). No obstante, aspectos como
la menor (~30%) capacidad de cribado de la plataforma seleccionada (GeneChip
Affy 500k) seria una clara desventaja del estudio realizado en la poblacion inglesa
respecto a nuestro estudio.

Finalmente, otro aspecto que en ocasiones no se valora lo suficiente dentro del
disefio de los estudios GWAS es la definicion del fenotipo a estudio. En rasgos
heterogéneos, la disponibilidad de cohortes bien definidas clinicamente y homo-
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géneas es un aspecto que permite aumentar sustancialmente el poder de iden-
tificar nuevas asociaciones genotipo-fenotipo. En el presente estudio todos los
pacientes con AR han sido seleccionados bajo unos mismos criterios en todos los
centros participantes. A su vez, la distribucion de todos los centros participantes
en el estudio es altamente homogénea y representativa de la poblacion espafnola
(i.e. poblacion caucasica del sur de Europa). En el proximo apartado de la discu-
sion se han discutido ampliamente las caracteristicas de nuestra cohorte.

Teniendo en cuenta todos los factores mencionados, el GWAS llevado a cabo en
el presente proyecto de tesis doctoral se caracteriza por un disefio Optimo para
la identificacion de nuevos loci asociados a la respuesta terapia anti-TNFa en pa-
cientes con artritis reumatoide.

4.2.2.- Loci asociados a la respuesta al tratamiento anti-TNFa

Los estudios de asociacion de genoma completo (i.e. GWAS) son estudios enfo-
cados a analizar las variaciones genéticas asociadas a un determinado fenotipo.
Este fenotipo puede hacer referencia a una enfermedad en su conjunto o a deter-
minados subtipos clinicos de la misma. En este sentido es posible estratificar a los
pacientes en base a determinadas variables de interés, clinicas %, serolégicas
(2%6) pronosticas 4" o de respuesta a tratamiento 3", entre otras. En los ultimos 5
anos esta estrategia de estudio ha permitido identificar asociaciones significativas
entre numerosos /oci a través del genoma y la mayoria de las enfermedades com-
plejas mas prevalente 2V, E| resultado de estos estudios ha aumentado nuestro
conocimiento sobre las bases bioldgicas de muchas de estas enfermedades y
ha permitido identificar posibles dianas terapéuticas que con un mecanismo de
acciéon mas dirigido pueden mejoran la calidad de vida de nuestros pacientes (2%,

En el presente proyecto se ha llevado a cabo un estudio de GWAS en 361 pacien-
tes de origen espafol genéticamente homogéneos, con el diagnodstico de artritis
reumatoide bien caracterizado, en quienes se inicio el tratamiento con anti-TNFa
tras fallo a farmacos modificadores de la enfermedad. Este proyecto representa el
primer estudio de asociacion de genoma completo realizado en la poblacion es-
pafola diseflado con el objetivo de identificar predictores genéticos de respuesta
al tratamiento con farmacos anti-TNFa en pacientes con artritis reumatoide. Hasta
la fecha se han publicado Unicamente tres estudios de GWAS con la respuesta
al tratamiento anti-TNFa en la AR, todos en pacientes de origen caucasico pero
en diferentes poblaciones, americana, britanica y danesa. Nuestra cohorte repre-
senta el segundo estudio en relacion al numero de pacientes incluidos, por lo que
nuestros resultados van a proporcionar una informacioén muy valiosa.

A pesar del elevado numero de pacientes que reciben tratamiento anti-TNFa en la
AR observamos que existen muy pocos estudios de genoma completo que anali-
zaren esta asociacion. Esto en parte es debido al elevado coste del genotipado y
al elevado tamano muestral que se requiere para la realizacion de estos estudios.
Aunqgue existe una amplia variacion en la practica clinica se acepta que entre
un 10% y 30% de los pacientes reciben terapia biolégica. Si revisamos el nume-
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ro de GWAS publicados en otras enfermedades IMID en las que también este
indicado el tratamiento anti-TNFa, como por ejemplo en la enfermedad inflama-
toria intestinal en el afno 2010 fue publicado un GWAS realizado en 94 pacientes
pediatricos con enfermedad de Crohn y Colitis ulcerosa tratados con anti-TNFa
especificamente con IFX. Para este estudio se utilizé el chip lllumina Human 550.
Para valorar la eficacia del tratamiento en la enfermedad de Crohn se utilizé el HBI
(Harvey Bradshaw Index) y para la colitis ulcerosa se utilizé el score Partial Mayo a
la semana 10 o a la semana 4 después de la tercera dosis del tratamiento. En este
estudio se identificaron 6 /oci asociados a la respuesta al tratamiento de forma si-
gnificativa (P<5E-02) y solo el loci 21g22.2/BRWDI estuvo asociado a la respuesta
e el modelo predictivo 8,

Por otra parte y en relacion con la AR solo existe un GWAS publicado en pacientes
con AR que evalue factores de riesgo genético asociados a la respuesta a otra
terapia biolégica distinta a los farmacos de accion anti-TNFa. Wang et al ©8). han
publicado recientemente un estudio que incluye 1.683 pacientes con AR proce-
dentes de 6 ensayos clinicos distintos que recibieron tratamiento con Tocilizumab.
Se identificaron 8 loci candidatos asociados a la respuesta determinada mediante
distintos paramentos de eficacia (i.e. A DAS28, ACR20, entre otros) a la semana
16 ninguno de estos /oci habia sido vinculado previamente ni a la via de la IL-6
ni al riesgo de AR. En cualquier caso la interpretacion de estos resultados debe
hacerse con cautela ya que se han utilizado distintas plataformas de genotipado,
una metodologia de andlisis compleja y los pacientes provienen de diferentes en-
sayos clinicos.

Enlos GWAS o inclusive en los estudios que utilizan la estrategia del gen candidato
per identificar variaciones genéticas asociadas a la respuesta terapéutica en paci-
entes con AR no existe un consenso sobre que criterio de respuesta clinica debe
utilizarse. El cambio absoluto en el DAS28 (ADAS28) es un valor de medicion de
la respuesta atractiva desde el punto de vista estadistico, ya que se trata de una
variable continua y por tanto, puede proporcionar mayor poder estadistico cuando
el tamano muestral es bajo o moderado. En contraste, la mejoria clinica definida
segun los criterios de respuesta EULAR cuantifica la respuesta estratificando a los
pacientes en tres categorias y puede reducir el poder estadistico del anélisis. Sin
embargo, la respuesta EULAR convertida a forma binaria (i.e. buena y moderada
respuesta vs no respondedores) es quizas la estrategia mas utilizada en los estu-
dios genéticos por su mayor interpretabilidad clinica %238 Considerando estos
aspectos y de forma similar al disefio del estudio publicado por Krintel et al, en el
presente proyecto se ha realizado el estudio de asociacion de genoma completo
utilizando ambas estrategias de analisis. Tal y como se comenta en los apartados
de metodologia y resultados se ha incluido en el anélisis tanto la respuesta EULAR
como el cambio absoluto en el DAS28, determinados ambos a las 12 semanas de
tratamiento.

En el presente proyecto no se ha observado ninguna SNP asociada de forma si-
gnificativa a escala gendmica (i.e. P< 5E-08) con la respuesta al tratamiento anti-
TNFa determinada a las 12 semanas por el indice ADAS28. Asi mismo tampoco se
ha identificado ninguna asociacion significativa a escala genémica (i.e. P<5E-08)
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con la respuesta EULAR.

No obstante, al igual que en los GWAS que se han comentado previamente, he-
mos identificado SNPs con una asociaciéon cuya magnitud debe ser claramente
considerada (P<5E-04 a P>5E-07). Se obtuvieron un total de 212 SNPs situados
en 157 loci distintos que presentaron una asociacion altamente significativa con la
respuesta al tratamiento anti-TNFa determinada por el indice ADAS28. En relacion
a la respuesta EULAR se obtuvieron un total de 253 SNPs situados en 166 /oci
independientes que presentaron una fuerte asociacion. En las tablas 32 y 35 se
presentan los loci mas significativamente asociados en los dos analisis de asocia-
cién de genoma completo realizados en relacion al ADAS28 y la respuesta EULAR
alas 12 semanas de tratamiento.

Entre aquellos SNPs que presentaron un poder de asociaciéon con valores entre
P<5E-04 y P>5E-07, 18 SNPs situados en loci distintos alcanzaron esta signifi-
cacion estadistica con ambas estrategias de analisis (i.e. ADAS28 y respuesta
EULAR) lo que nos sugiere que estos SNPs son firmes candidatos a ser replicados
en una muestra independiente.

A su vez, dentro del grupo de SNPs mas significativamente asociados a la res-
puesta (P<5E-04) se han seleccionado también aquellos SNPs situados dentro
o cerca de genes funcionalmente implicados en la patologia de la AR. De esta
forma, se han seleccionado 11 /oci asociados a la respuesta determinada por el
ADAS28 y 17 loci asociados a la respuesta EULAR, tal y como se observa en las
tablas 33 y 36 del apartado de resultados.

Finalmente entre los SNPs que presentaban una mayor significacion estadistica
(P<5E-04) se identificaron 2 SNPs no sindnimos asociados al indice ADAS28 y
también 2 SNPs no sindbnimos asociados a la respuesta EULAR, ambas a las 12
semanas de iniciado el tratamiento anti-TNFa.

En el presente proyecto se han identificado un total de 50 SNPs que presentaron
una asociacion altamente significativa (P<5E-04) con la respuesta al tratamiento
anti-TNFa a las 12 semanas de iniciado el tratamiento. El listado final de estas
SNPs y sus respectivos loci se presenta en la tabla 38. En el anexo 6 se presenta
el nombre oficial completo de los genes asociados segun el HUGO Gene Nomen-
clature Committee (HGNC) (http://www.genenames.org/).

Los estudios de genoma completo han aportado una aproximacion revolucionaria
al estudio de la genética puesto que criban todo el genoma y por tanto, no depen-
den del conocimiento existente. Asi, se han identificado genes y vias biologicas
no vinculados previamente a la etiologia de la enfermedad. Este aspecto es clave,
puesto que aumenta considerablemente la probabilidad de identificar biomarca-
dores de aplicacion clinica y/o dianas terapéuticas mas eficientes.

En nuestro estudio, se han identificado 18 /loci con una alta evidencia estadistica
de asociacion a la respuesta a la terapia anti-TNFa. En muchos de estos loci, la
potencial implicacion biolégica con la respuesta a esta terapia no resulta evidente.
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No obstante y tal como se ha comentado, pueden representar nuevas vias biolo-
gicas que sean clave en la determinacion de la eficacia de este tratamiento. En la
tabla 37 se listan aquellos SNPs que han alcanzado una evidencia estadistica en
las dos estrategias utilizadas (i.e. ADAS28 y respuesta EULAR). Unicamente dos
de estos loci, el HTR1A 'y el NLRP1, podrian estar asociados funcionalmente con
la AR (citas), tal y como como comentaremos mas adelante.

El resto de los 16 /oci asociados no han sido relacionados hasta la fecha ni con la
AR ni con el tratamiento anti-TNFa. No obstante alguno de estos /loci identificados
podria tener un papel interesante en el sistema inmune, como por ejemplo el gen
RNF19B que codifica una proteina trasmembrana asociada a la citélisis ©8). Esta
proteina se expresa en las células NK y en los linfocitos T tras la estimulacion por
parte de determinadas citoquinas proinflamatorias, como la IL-2 y el interferon-
beta. Esta proteina participa también en la ubiquitinizacion como una E3 ubiquitin
ligasa. La ubiquitinizacion es un mecanismo celular de degradacion proteinico
que se ha ligado a la regulacion de diferentes procesos bioldgicos, incluyendo
la respuesta inflamatoria. En nuestro estudio se ha identificado una asociacion
significativa entre la presencia del alelo A del SNP rs194652 situado en el primer
intron del gen RNF19B y una peor respuesta determinada mediante el ADAS28 y
la respuesta EULAR por lo que es un candidato realmente interesante que debe
ser analizado con detalle.

Tal y como se ha comentado, entre los SNPs que presentaron una mayor signifi-
cacion estadistica (P<5E-04) tanto en el estudio de asociaciéon con la respuesta
determinada mediante el ADAS28 como con la respuesta EULAR se seleccionaron
determinados SNPs para incluir en el estudio de replicacién en base a una cla-
ra relacion con la artritis reumatoide. Se seleccionaron SNPs cuyos genes estan
claramente relacionados con la fisiopatologia de la enfermedad (i.e. TANK, CSF1,
CD44) y algunos SNPs situados en loci de riesgo para desarrollar AR (i.e. IL6ST).
A fin de facilitar la compresion de los genes significativamente asociados a la
respuesta y con el objetivo de poder agruparlos si es preciso en funcion de su
participacion en distintas familias génicas, en el siguiente apartado se describe
la informacién mas relevante la mayoria de estos /oci, independientemente del
criterio por el cual se han incluido en el listado final de genes para el estudio de
replicacion.

4.2.3.- Genes o familias génicas asociadas a la respuesta al tratamiento
anti-TNFa

Enzimas de la matriz extracelular: MMP] (matrix metallopeptidase 1 (inter-
stitial collagenase)), MMP3 (matrix metallopeptidase 1 (stromelysin 1, progela-
tinase)), ADAM12 (ADAM metallopeptidase domain 12).

La destruccion enziméatica de los componentes de la matriz extracelular (MEC) es
el principal mecanismo de lesion del cartilago, tendones y ligamentos en la AR. En
particular, la destruccion del cartilago ha sido atribuida a la accion combinada de
varias familias de proteasas, cada una de las cuales tiene un sustrato especifico.
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Entre los distintos grupos de proteasas destacan las endopeptidasas dependien-
tes del cinc que son MMP claves en la degradacion de la MEC.

Las MMP son proteasas extracelulares requeridas en numerosos procesos rela-
cionados con el desarrollo, la regeneracion y la enfermedad 8. La expresion de
las distintas MMP esta regulada por determinadas citoquinas como el TNFa vy la
IL-1y los efectos de estas citoquinas sobre la expresion de MMP esta mediada por
la union de factores de transcripcion tales como AP-1y NF-kB 389,

En relacion a las MMP hemos observado una asociacion entre el alelo menor de
los SNPs rs1144396 y rs1010698, situados a 10,1 kb del gen MMP1 (P=2,33E-04,
OR=1,89)y a 5,5 kb del gen MMP3 (P=3,30E-04, OR=0,54) y la respuesta EULAR.

Las metaloproteasas de la matriz 1y 3 (MMP1 (colagenasa ) y MMP3 (estromelisi-
na) ) tienen un papel importante en la destruccion articular observada en la ARy
la artrosis (OA). Abd-Allah et al 8 publicaron recientemente un estudio cuyo ob-
jetivo fue analizar si determinados polimorfismos funcionales situados en la regiéon
promotora de los genes MMP1y MMP3 estaban asociados con la AR y la artrosis.
Se genotiparon los polimorfismos MMP1 (-1607 1G/2G) y MMP3 (-1171 5A/6A) en
100 pacientes con AR, 100 pacientes con OA y 100 individuos control. Se observé
una diferencia significativa entre los pacientes con OA y controles en relacién al
polimorfismo del gen MMP1 pero no entre los pacientes con ARy el grupo control.
El relacion al gen MMP3 se observé que el genotipo 6A/6A se identificd de forma
significativamente mas frecuente entre los pacientes con AR y artrosis que entre
los controles. Sin embargo el haplotipo 2G-6A se presentd con mayor frecuencia
entre los pacientes con AR y OA que entre los controles (28%, 30% y 8%, respecti-
vamente). En este estudio también se determinaron las concentraciones plasmati-
cas de la MMP1 y MMP2, no observandose diferencias significativas entre los tres
grupos estudiados. Estos resultados sugieren que determinados polimorfismos
situados en la region promotora de los genes MMP1y MMP3 pueden representar
variaciones genéticas comunes a la susceptibilidad de desarrollar AR y artrosis.
Asi mismo, estos polimorfismos pueden ser mas Utiles en la prediccion del dafio
articular que la determinacion de las concentraciones plasmaticas de MMP1 y
MMP3.

Chen et al ©8 estudiaron los polimorfismos rs1799750 del gen MMP1, rs3025058
y rs679620 del gen MMP3 y rs495366 localizado entre los genes MMP1y MMPS.
En este estudio se observo que el genotipo AA del SNP rs495366 estaba asociado
con un aumento del riesgo de desarrollar AR en sujetos menores de 40 afios.

Ye et al 8 estudiaron un grupo de pacientes con ARy FR positivo y determinados
polimorfismos situados en los genes MMP1y MMP3 (-1607 1G/2G y -1612 5A/6A
respectivamente) entre otros. En estos pacientes se analizé la asociacion de estos
polimorfismos con la discapacidad funcional, utilizando el HAQ vy la clasificacion
funcional de Steinbrocker. En este estudio se detectd una tendencia de asociacion
con el polimorfismo MMP3 -1612 5A/6A (P= 0,082) pero no se objetivaron eviden-
cias de asociacion con el polimorfismo MMP1-1607 1G/ 2G vy la discapacidad
funcional.
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De forma similar a la implicacion funcional de las MMP en la fisiopatologia de la
AR existen numerosas evidencias que implican a otras familias de enzimas un
papel importante en la destruccion de la MEC. La familia ADAM (A Disintegrin And
Metalloproteinase) es una familia de proteasas que también participan de forma
importante en la degradacion de la MEC “4566),

En nuestro estudio hemos observado una asociacion entre el SNP rs1710313 situ-
ado en el diecisieteavo intrén del gen ADAM 12y la respuesta EULAR (P= 4,40E-
04, OR=1,85).

Las ADAMs son una familia de proteinas transmembrana o secretadas, que tienen
un papel importante en la regulacion del fenotipo celular a través de sus efectos
sobre la adhesion celular, la migracion, la proteolisis y la sefalizacion. Existen
23 ADAMs en el ser humano. Los sustratos de las distintas ADAMs son variados
y consisten en factores de crecimiento, receptores y citoquinas que pueden ser
procesadas por uno 0 mas miembros de la misma familia. Por ejemplo, varias en-
zimas ADAMSs pueden escindir la proteina precursora de la proteina amiloide, pero
la proteina ADAM17 es la Unica ADAM conocida que libera el TNFa a partir de su
forma unida a la membrana celular %)

Una enzima importante en esta familia, es la ADAM12 que es una metaloprotei-
nasa metzincina con una actividad catalitica que participa en varios procesos pa-
tolégicos y que sobre todo se ha descrito relacionada con varios tipos de cancer %0,
De forma especifica se ha identificado como un potencial biomarcador de cancer
de mama y asociado a la progresion tumoral ®°V. De hecho, ADAM12 ha sido im-
plicada en una gran variedad de enfermedades a través de distintos mecanismos
aunque en la mayoria de los casos no son del todo conocidos.

Entre las enfermedades musculoesqueléticas se la ha relacionado basicamente
con la artrosis, trastorno que se caracteriza por la aparicion tardia de la degenera-
cion del cartilago articular y que implica la activacion de determinadas proteasas
extracelulares. Determinados polimorfismos del gen ADAM12 se han asociado
con los cambios radioldgicos en pacientes con OA en un grupo de pacientes
caucasicos de Estonia %2 aunque estos resultados no han podido ser replicado
en un estudio britanico en el que se incluyeron 1.040 pacientes con OA de rodilla
y 1.004 pacientes con OA de cadera %,

Hasta la fecha no hemos identificado estudios que analicen la relacion entre la
ADAM12 y la AR. En este sentido nuestros resultados aportarian las primeras evi-
dencia funcionales de relacion entre determinados polimorfismos del gen ADAM12
y la artritis reumatoide a través de su relacion con la respuesta al tratamiento anti-
TNFa. Si se ha identificado una relacion entre la ADAMTS12 (ADAM metallopepti-
dase with thrombospondin type 1, motif, 12) y la AR. Esta proteinasa es un enzima
que interactua con los fragmentos degradables de la proteina oligomérica de la
matriz del cartilago y se ha postulado que determinados polimorfismos en el gen
que la codifica pueden estar asociados con la suceptibilidad de desarrollar AR %),
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En resumen, podemos concluir que a pesar de que existen fuertes evidencias que
sustentan la implicacién de determinadas protesas (i.e. MMP1, MMP y ADAM12)
en la fisiopatologia de la artritis reumatoide, hasta la fecha no se ha publicado
ningun estudio que determine la relacion existente entre determinados polimorfis-
mo de los genes que las codifican y la respuesta a ningun tipo de tratamiento en
pacientes con AR.

Receptores de la serotonina: HTRIA (5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor
1A, G protein-coupled), HTR2A (5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 24, G
protein-coupled), HTR3A (5-hydroxytryptamine (serotonin)

El sistema de la serotonina ha sido estudiado principalmente en relacién con la
neurociencia y las enfermedades psiquiatricas, sin embargo existe numerosa do-
cumentacion que implica el sistema de la serotonina en multiples funciones y su
participacion en la actividad de distintos tejidos . Hasta la fecha se han descrito
7 tipos de receptores de serotonina con el correspondiente subgrupo ©%). En el
presente proyecto se ha identificado que los alelos menores de tres SNPs situados
proximos a 3 de estos tipos de receptores se asociaban de forma significativa con
la respuesta al tratamiento anti-TNFa en pacientes con AR.

En nuestro estudio se observo una asociacion significativa (P=3,13E-04, OR=0,81)
entre SNP rs897685 situado en la region intergénica a una distancia de 3,1 kb del
gen HTR3A (5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 3A, ionotropic) del cromoso-
ma 11y la respuesta determinada por ADAS28. Este gen codifica la subunidad A
de tipo 3 para el receptor de la 5-hidroxitriptamina (i.e. serotonina), una hormona
que funciona como un neurotransmisor. Los receptores de la 5-HT se han detecta-
do en células mononucleares, linfocitos y estan presentes en las neuronas del
sistema nervioso central y periférico.

Recientemente Seidel et al % sugirieron que el proceso inflamatorio podria estar
inducido por la estimulacion de determinados subtipos de receptores 5-HTR3A a
partir de la prostaglandina E2 (PGE2). Es conocido que la PGE2 regula la angio-
génesis en el tejido de granulacion inflamatorio y participa en la regulacion de la
liberacion del TNFa (389390,

Una segunda asociacion ha sido identificada en nuestro estudio en relacion al sis-
tema de la serotonina, fue con el SNP rs7333963, situado a 386 kb del gen HTR2A
(5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 2A, G protein-coupled) (P=1,94E-04,
OR= 1,71). Existen evidencias que indican que el gen HTR2A activa la fosfolipasa
C-B desencadenando una rapida y transitoria fosforilacion de la JAK2 (Janus kina-
se 2) en respuesta a la serotonina. Kling et al ®%) han observado en un estudio que
incluia 292 pacientes con AR y 524 sujetos control, una asociacion entre el SNP
rs6313 proximo al gen HTR2A y la susceptibilidad de desarrollar la AR. Ademas,
en este estudio se observo que la densidad de los receptores de serotonina 5-HT-
R2A estaba considerablemente mas reducida en pacientes con AR con respecto
a los sujetos control. También se objetivo una asociacion entre la gravedad de la
enfermedad y la baja densidad de receptores. Este hallazgo fue posteriormente
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replicado por el mismo grupo en otro estudio que incluyd 2.158 pacientes del
registro EIRA (Epidemiologic Investigation of Rheumatoid Arthritis).

Por ultimo, hemos observado una asociacion entre el SNP rs7716031 del cromoso-
ma 5 ubicado a 530 kb del gen HTR1A (5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor
1A, G protein-coupled) y la respuesta valorada tanto por el ADAS28 como por la
respuesta EULAR. Este gen codifica el receptor de una proteina G acoplada a la
serotonina, y también pertenece a la subfamilia de los receptores 5-hidroxitripta-
mina.

El receptor 5-HT1A desempefa un papel importante en la formacion de la sinapsis
y la migracion neuronal durante el desarrollo. Por lo tanto, el receptor 5-HT1A es
un candidato natural para el estudio de los genes relacionados con los trastornos
afectivos y otros trastornos relacionados con el estrés. No obstante, el receptor
5-HT1A también tiene un papel importante en la regulacion de la proliferacion de
los linfocitos circulantes ©®®). En un estudio en el que se incluyeron pacientes con
LES y sujetos sanos, se observo que en los pacientes con LES existia una hipo-
metilazacion de la region promotora del gen HTR1A, asi como un aumento de las
concentraciones del receptor 5-HTR1A en sangre periférica con respecto a los
sujetos control %),

Un de los aspectos mas destacables de la asociacion entre los genes de los re-
ceptores de la serotonina y la respuesta al tratamiento anti-TNFa en la AR es que,
a diferencia de otras familias génicas, los tres /oci estan ubicados en cromosomas
diferentes. Este hecho descarta la existencia de desequilibrio de ligamiento entre
las diferentes variantes como fendmeno causal y aumenta claramente el valor de
la significacion de esta asociacion funcional.

La relevancia de esta asociacion es aun mas evidente si analizamos la relacion
que existe entre la depresion y la AR. Esta establecido que entre un 13% y 20%
de pacientes con AR padecen una depresion asociada 'y en el registro brita-
nico de pacientes con AR que habian iniciado tratamiento anti-TNFa se observo
que el 19% presentaba una depresion “9, En un estudio publicado por Hider et
al “9 que incluia 160 pacientes con AR de larga evolucion tratados con anti-TNFa
se objetivd que aquellos pacientes que presentaban una depresion asociada
respondian peor al tratamiento anti-TNFa y una menor reduccioén en el DAS28. Asi
mismo, también en pacientes con Espondilitis anquilosante se ha observado una
mejoria de la depresion asociada al iniciar el tratamiento anti-TNFa 02,

Es también muy interesante un estudio publicado por Seidel et al, en el que se
evalla la eficacia de inyecciones intraarticulares del antagonista del receptor del
5-HTR3A y se plantea como una opcioén terapéutica alternativa a la inyeccion in-
terarticular de glucocorticoides %),

Recientemente ha sido publicado un primer ensayo clinico randomizado con pa-
cientes con depresion mayor resistentes al tratamiento con antidepresivos con-
vencionales. Los pacientes fueron randomizados en dos grupos de 30 pacientes
cada uno en dos brazos de tratamiento, un grupo recibié placebo y el otro grupo
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fue tratado con infliximab. Se evalud la eficacia clinica a los 3 meses de tratami-
ento mediante la escala HRSD (Hamilton Rating Scale for Depression) y la PCR.
En este estudio no se observo una eficacia clinica significativa pero los pacientes
gue presentaban un valor de PCR o una concentracion de TNFa en plasma mas
elevada si presentaron una mejoria sintomatica “,

Genes del inflamosoma: NLRPI (NLR family, pyrin domain containing 1) y
NLRP3 (NLR family, pyrin domain containing 3)

El inflamosoma es un complejo multiproteico formado por la caspasa 1, PYCARD
(PYD and CARD domain containing), una proteina NALP y en ocasiones por una
caspasa 5 u 11. La composicion exacta del inflamasoma depende del activador
gue inicia el ensamblaje. El inflamasoma tiene un papel fundamental en la inmu-
nidad innata ya que participa en la activacion de la caspasa 1y la produccion de
citoquinas proinflamatorias como la IL-1B o la IL-18 4%,

Se han identificado tres tipos de inflamosomas: el inflamasoma NALP1 que se
compone de las proteinas NALP1, ASC, caspasa-1 y caspasa-5; el inflamosoma
NALP2/3 que contiene la proteina NALP2 o NALP3 entre otras proteinas; y un
tercer inflamasoma que se compone de las proteinas NLRC4 (NLR family, CARD
domain containing 4) y caspasa-1. Las proteinas NALPs e NLRC4 son miembros
de la familia del NLR (NOD-Like Receptor) que son proteinas que se localizan en
el citoplasma (405 406),

En nuestro estudio hemos identificado una asociacion entre el SNP rs758831 situa-
do a 217 kb del gen NLRP1 y la respuesta clinica determinada por el ADAS28 (P=
2,62E-04) y por la respuesta EULAR (P=3,8E-04, OR= 2,08).

Otros polimorfismos situados en el gen NLRP1 se han descrito asociados a la
susceptibilidad de desarrollar enfermedades autoinmunes asociadas al vitiligo
407 Este grupo de enfermedades son: la enfermedad tiroidea autoinmune, la di-
abetes autoinmune en adultos, la AR, la psoriasis, la anemia perniciosa, el LES y
al enfermedad de Addison. La evidencia existente sugiere que la sobre-expresion
del gen NLRP1 induce a la apoptosis celular (%),

En otro estudio realizado en pacientes con AR de origen asiatico se observo una
asociacion entre el SNP rs878329 situado en el gen NLRP1y la susceptibilidad de
desarrollar la AR. Los pacientes que presentaban el genotipo CC tenian un menor
riesgo de desarrollar la AR en comparacion con los pacientes que tenian el geno-
tipo GG (OR=0,42). Los individuos con el genotipo GG tenian un riesgo significa-
tivamente mas elevado de desarrollar AR (OR= 2,38) lo que indica que el alelo G
podria ser un alelo de riesgo para la AR 4%,

Ademas, en nuestro estudio hemos observado una asociacion entre el alelo menor
del SNP rs10925006 a 27,4 kb del gen NLRP3y la respuesta EULAR (P= 3,14E-04,
OR=1,92). En el aflo 2001, el gen NLRP3 fue identificado como el gen responsable
de los sindromes MWS (The Muckle-Wells), FCAS (Familial Cold Autoinflammatory
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Sindrome) y del sindrome CINCA (Chronic Infantile Neurological Cutaneous and
Articular). Se ha constatado que las mutaciones identificadas en este gen con-
ducen al aumento de la activaciéon del inflamosoma, dando como resultado una
produccion aberrantemente elevada de [L-1 #405410),

Cummings et al “'" realizaron un estudio donde analizaron los 14 genes NLRP
conocidos, en 547 pacientes con enfermedad de Crohn, 60% de los cuales pro-
cedian del estudio de la WTCCC. En este estudio se identificaron varios SNPs
asociados con la susceptibilidad de desarrollar la enfermedad de Crohn y con
determinados fenotipos de esta enfermedad. De estos SNPs, 4 SNPs que estaban
situados en el gen NLRP3 estaban asociados (P<5E-02) a la susceptibilidad de
desarrollar la enfermedad de Crohn. Los SNPs rs4925648 y rs10925019 fueron
los que estaban asociados de forma mas robusta con la susceptibilidad de desa-
rrollar la enfermedad (P=1E-03, OR=1,6 y P= 6,5E-4, OR= 1,65 respectivamente).
En un sub-andlisis de este estudio se observd una interesante asociacion entre
7 SNPs (rs2137722, rs11653832, rs11656977, rs11654176, rs925596, rs6502870,
rs11657747) situados en el gen NLRP1y las manifestaciones cutaneas de la en-
fermedad inflamatoria intestinal.

En relacion a la AR, Kastbom et al observaron que determinados polimorfismos
en el gen NLRP3 (i.e. CIAST) y en el gen TUCAN (i.e. CARDS8) presentaban una
asociacion significativa con la presencia del EC y de anticuerpos anti-CCP en pa-
cientes con AR. Asi mismo se observé que la combinacion CIAS1/TUCAN -/- era
mas frecuente de forma significativa en el grupo de pacientes con AR y especifica-
mente con las formas mas graves. Los autores proponen que los pacientes doble
negativos pueden ser candidatos a recibir tratamiento anit-TNFa 12

En nuestro estudio también hemos identificado una asociacién entre el SNP
rs12982016 situado en el sexto intron del gen NLRP13y la respuesta determinada
tanto por el ADAS28 como por la respuesta EULAR al tratamiento anti-TNFa. Este
loci también ha sido asociado como variante de riesgo a la enfermedad de Crohn
en algunos estudios pero sin embargo la asociacion no ha podido ser replicada
en otras cohortes “11:413),

Aunque existen claras evidencias de la asociacion entre determinados polimorfis-
mos de los genes de la via del inflamosoma y las enfermedades autoinmunes, esta
es la primera vez que se vinculan de forma clara con la respuesta a un determina-
do tratamiento en una enfermedad autoinmune.

CSF-1 (Colony-stimulating factor-1)

En el presente proyecto se ha identificado una asociacion significativa entre el
SNP rs333958 situado a 16,7 kb del gen CSF-1y la respuesta clinica determinada
por ADAS28. El gen CSF-1 tiene un papel importante en la inmunidad innata y se
ha relacionado con determinados procesos patologicos como el cancer, deter-
minadas enfermedades inflamatorias, incluyendo el LES, la AR, la aterosclerosis 'y
con enfermedades metabdlicas como la obesidad “'.
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La proteina codificada por este gen es una citoquina que regula la supervivencia,
proliferacion y diferenciacion de los fagocitos mononucleares, regula la osteoclas-
togénesis y también moviliza las células progenitoras endoteliales de la médula
Osea hacia la sangre periférica. También interviene en los procesos de angiogé-

nesis y neovascularizacion, ambos fundamentales en la patogénesis de la AR “4
415, 416)

El producto del gen CSF-1 es expresado por los fibroblastos sinoviales de los pa-
cientes con ARy junto con el receptor activador del factor nuclear kappa B (RAN-
KL), contribuye a la diferenciacion de los macréfagos sinoviales en osteoclastos
que tienen un papel clave en la destruccion ¢sea en la AR. El aumento de CSF-1
en el plasma de los pacientes con AR se correlaciona con un aumento del numero
de monocitos CD14 + y CD16 +, que a su vez expresan altas concentraciones de
TLR-2 contribuyendo a la persistencia de la inflamacién articular en la AR ¢'7. Por
otro lado, el TNFa y el CSF-1 han demostrado tener un efecto sinérgico sobre la

proliferacion de los monocitos y macréfagos vy la diferenciacion de los osteoclastos
(418, 419)

Hasta la fecha, no se han publicado estudios que analicen la expresion de CSF-1
y el tratamiento con anti-TNFa en las enfermedades IMID. No obstante existen
estudios en pacientes con gonoartritis (i.e. artrosis de rodilla) (CITA) y sinovitis
villonodular pigmentada (SVP), en donde se demuestra la existencia de una so-
bre expresion de CSF1 en el tejido sinovial de estos pacientes. En este estudio
realizado en pacientes con SVP se observo que tras la inyeccion intra-articular de
anti-TNFa (i.e. etanercept) existia una mejoria clinica pero no se observaba una
variacion en la expresion sinovial de CSF-1¢19, Por otra parte, se ha observado
gue esta citoquina tiene un papel importante en el desarrollo de la inflamacion en
modelos de artritis reumatoide sugiriendo que el bloqueo de CSF-1 puede tener
un papel relevante en pacientes con AR ©#29),

Interleukin 6 signal transducer (IL6ST)

La proteina codificada por este gen es un transductor de sefial compartido por
muchas citoquinas, como la IL6, el CNTF (Ciliary neurotrophic factor), el LIF (Leu-
kemia Inhibitory Factor)y el OSM (Oncostatin M). Esta proteina funciona como una
parte del complejo de receptores de citoquinas y su activacion es dependiente de
la union de las citoquinas a sus receptores.

Este /lociha sido recientemente asociado a la susceptibilidad de desarrollar AR en
un estudio de GWAS publicado por Sthal et al 2V, Este estudio consistié en un me-
ta-analisis que incluia 5.539 pacientes con AR anti-CCP y/o FR positivos y 20.169
controles de origen caucasico del norte de Europa. Se seleccionaron 34 SNPs
para el estudio de replicacion en una muestra independiente de 6.768 pacientes.
De éstos, 7 SNPs presentaron una asociacion significativa con el riesgo de desar-
rollar AR, uno de lo cuales se localizaba en el gen IL6ST (P=2,E-04, OR=0,85).
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En otro estudio reciente publicado por Viatte et al 2" se investigaron 37 loci de
susceptibilidad para la AR en una cohorte de 2.040 pacientes con ARy anticuer-
pos anti-CCP negativos y en una cohorte de 4.068 pacientes con anticuerpos
anti-CCP positivos. En este estudio se observd que los polimorfismos préoximos
a los genes ANKRD55/IL6ST, BLK'y PTPN22 presentaban una asociaciéon con la
susceptibilidad a desarrollar AR en el grupo de pacientes con anticuerpos
anti-CCP negativos.

En un estudio publicado por Hassan et al ®*® en el afio 2010, donde se incluyeron
1.050 pacientes con AR tratados con anti-TNFa, se analiz6 la asociacion entre el
polimorfismo rs 8192284 del gen sIL6-Ry la respuesta al tratamiento. Este polimor-
fismo habia sido correlacionado previamente con una mayor produccion de recep-
tores solubles de la IL-6 tanto en poblacion caucasica como asiatica y se habia
hipotetizado que formas mas graves de AR en pacientes portadores del genotipo
CC podian responder peor al tratamiento anti-TNFa debido a una mayor expre-
sion de IL6. A pesar de que este gen podia ser un /ocus candidato muy robusto,
Hassan et al ?® no observaron una asociacion estadisticamente significativa entre
este polimorfismo y la respuesta al tratamiento anti-TNFa.

En nuestro estudio se identificd una asociacion entre el SNP rs10940495, situado
en el cuarto intron del gen IL6STy la respuesta al tratamiento determinada por el
ADAS28 (P= 3,31E-04, OR=0,74). Aunque este polimorfismo en concreto no se ha
identificado asociado al riesgo de desarrollar AR, si se habia identificado como un
SNP de riesgo para el sindrome metabdlico “22. Mientras el mecanismo molecular
que vincula el sindrome metabdlico y la inflamacion no es del todo conocido, va-
rios estudios centran su atencion en las citoquinas liberadas por el tejido adiposo
como posibles mediadores de la inflamacion. La IL6 tiene un papel fundamental
como mediador en la respuesta inflamatoria y al mismo tiempo su concentracion
plasmatica esta elevada en pacientes con obesidad, en pacientes con resistencia
a la insulina y en la diabetes tipo 2 423,

Este gen es un firme candidato por su asociacion con la susceptibilidad de desa-
rrollar AR y por su papel en la senalizacion de la via de la IL-6 estrechamente
relacionada con el TNFa, estando ambas citoquinas muy implicadas en la fisio-
patologia de la enfermedad y su bloqueo representa una de las estrategias mas
novedosas y eficaces en el tratamiento de la AR.

Methionine sulfoxide reductase A (MSRA)

En nuestro estudio se identificd una asociacion significativa entre el SNP rs12679609
situado en el sexto intrén del gen MRSA vy la respuesta al tratamiento anti-TNFa
determinada por el ADAS28. Este gen codifica una enzima implicada en la repa-
racion del dafio oxidativo de las proteinas de la piel por medio del sistema tiore-
doxina-reductasa. La MSRA es una proteina ubicua, que probablemente tienen la
misma funcion en otros tipos de tejidos o células, controlando asi el estado redox
celular. Ademés, la MSRA ha demostrado estar involucrada en la patogénesis de
determinadas enfermedades autoinmunes como por ejemplo el vitiligo “24.
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En un estudio realizado por Martin et al 4?® se ha podido identificar una asociacion
entre el SNP rs10903323 ubicado en el gen MSRA y el riesgo de desarrollar la AR
en poblacion espafola. La presencia de una variacion en este gen podria modi-
ficar la actividad del enzima o bien su concentracion, alterando la regulacion del
estado redox y en consecuencia la apoptosis celular. Todos estos factores pueden
conducir a una mayor resistencia de las células T autorreactivas a la apoptosis
mediada por el TNFa (425 426),

El SNPs rs10903323 del mismo gen, también fue estudiado por este grupo para
determinar una posible asociacion con el riesgo cardiovascular en pacientes con
AR ©“20_E| alelo menor de este polimorfismo estuvo asociado (P=4E-02) con el
aumento del riesgo de presentar un evento cardiovascular en pacientes con AR
cuando se ajustaba el analisis por la presencia de anticuerpos anti-CCP.

En nuestro estudio otro SNP del gen MSRA, el SNP rs12679609, present una aso-
ciacion significativa con la respuesta ADAS28 al tratamiento anti-TNFa (P=2,8E-4,
OR=1,5). Aunque este locus puede estar asociado con la susceptibilidad a desa-
rrollar AR y al riesgo cardiovascular en estos pacientes, no habia sido estudiado
previamente en relacion a la respuesta al tratamiento anti-TNFa. Nuestros resul-
tados sugieren la necesidad de llevar a cabo méas estudios que confirmen esta
asociacion, tanto en poblacién espafiola como en otros grupos poblaciones.

IGFBP5 (insulin-like growth factor binding protein 5)

El efecto del IGFBP5 en las células de la membrana sinovial, no es del todo cono-
cido, sin embargo su participacion en la regulacién y proliferacion de otras lineas
celulares como por ejemplo los condrocitos y los mioblastos sugiere que también
podria estar implicado en la funcién de los fibroblastos sinoviales. El producto de
este gen se expresa en elevadas concentraciones en los cultivos de fibroblastos
sinoviales de pacientes con AR en comparacion con fibroblastos sinoviales proce-
dentes de pacientes con artrosis 427,

Recientemente se ha identificado una interaccion entre IGFBP5 y el TNFR1. Se ha
observado que el IGFBP5 induce la expresion del gen TNFR1 a la vez que inter-
actua con el propio receptor TNFR1 y esta interaccion puede ser bloqueada por
el TNFa. Los autores proponen que el IGFBP5 es un nuevo ligando del TNFR1 que

funcionaria como un inhibidor competitivo del TNFa a través de la via del NF-kB
(428)

En nuestro estudio se observd una asociacion entre el SNP rs888186 situado en a
7,4 kb del gen IGFBP5y la respuesta evaluada por ADAS28 a las 12 semanas del
inicio del tratamiento anti-TNFa (P=4,06E-04, OR=0,33).
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CSF3R (colony stimulating factor 3 receptor (granulocyte))

En nuestro estudio se ha observado una asociacion entre el SNP rs7540413 situa-
do a 91,5 kb del gen CSF3R'y la respuesta EULAR (P=4,74E-04, OR=1,88).

La proteina codificada por este gen es uno de los receptores del factor estimulante
de colonias (GM-CSF o granulate-macrophage stimulating factor), una citoquina
que regula la produccion, diferenciacion y funcion de los granulocitos. A su vez,
también participa en la regulacion de algunos procesos relacionados con la adhe-
sion o el reconocimiento celular. EI GM-CSF es una citoquina soluble que también
promueve la generacion, la supervivencia y la activacion de células del comparti-
miento mieloide, en particular los neutrdfilos, eosindfilos y macréfagos. EI GM-CSF
también regula numerosas funciones de los macréfagos tisulares maduros, por
ejemplo, la adhesion celular, la expresion de receptores de reconocimiento de
patégenos y la expresion de citocinas proinflamatorias (TNFa, IL-12, [L-18, IL-6,
proteina quimiotactica de monocitos 1 y M-CSF), la fagocitosis y la destruccion
microbiana (429430,

En relacion a la proteina codificada por este gen existen suficientes evidencias
que apoyan su implicacion con la fisiopatologia de la AR por lo que es un cla-
ro gen candidato de respuesta a la terapia anti-TNFa en la artritis reumatoide.
Las concentraciones elevadas de GM-CSF y de su receptor en el liquido sino-
vial y en el plasma de sujetos con AR y la sobreexpresion de los receptores de
GM-CSF en las células del tejido sinovial y en las células mononucleares circulan-
tes, asi como su produccion por parte de los condrocitos, sugieren un papel po-
tencial de esta citoquina en la AR. Determinados estudios realizados con modelos
animales han apoyado esta hipotesis. Se ha observado que la sobreexpresion de
GM-CSF produjo una inflamacién acelerada y mas grave en los ratones con AR
inducida que en los ratones de control. A la inversa, una deficiencia en GM-CSF
ha demostrado ser protectora en varios modelos de artritis inducida. Estos datos
sugieren que el GM-CSF juega un papel clave en la artritis y que el bloqueo de
esta via puede proporcionar beneficios terapéuticos “3".

TANK (TRAF family member-associated NFKB activator)

Los TRAF (tumor necrosis factor receptor-associated factor) son una familia de
proteinas asociadas a la transduccion de la sefial de varios miembros de la su-
perfamilia de receptores del TNFa. La proteina codificada por el gen TANK se en-
cuentra en el citoplasma y puede unirse a TRAF1, TRAF2, o al TRAF3, inhibiendo
su funcion “3Y,

El TNFRSF1B (TNF receptor superfamily member 1B) conocido como receptor del
TNFR2, es un receptor esencial expresado en la superficie de los linfocitos T. Se
ha hipotetizado que determinados polimorfismos de los genes que codifican a las
proteinas involucradas en la via de sefalizacion del TNFa puedan tener importan-
tes implicaciones en la regulacion del TNFa y por lo tanto un efecto directo en la
respuesta al tratamiento con farmacos anti-TNFa 32,
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En este sentido un estudio publicado por el grupo de Anne Barton “32 analizé en
una cohorte de 642 pacientes britanicos con AR, 73 polimorfismos localizados
en 6 genes de la via del TNFRSF1B. Los genes analizados fueron: el gen TANK,
MAP3K1 (mitogen-activated protein kinase kinase kinase 1), MAP3K 14 (mitogen-
activated protein kinase kinase kinase 14), DUSP1 (dual specificity phosphata-
se 1), IKBKAP (inhibitor of k light polypeptide gene enhancer in B-cells, kinase
complex-associated protein) y HIV-1 (Rev binding protein (HRB)). En este estu-
dio se observé una asociacion significativa entre los SNPs rs96844 (MAP3K1) y
rs4792847 (MAP3K14) y la respuesta al tratamiento con anti-TNFa en la etapa
de descubrimiento (P<5E-02). No obstante esta asociacion no se confirmé en el
estudio de replicacion en una cohorte independiente de 428 pacientes con AR. En
este estudio tampoco se objetivd una asociacion entre el resto de polimorfismos
en estos genes, incluido el gen TANK y la respuesta al tratamiento con anti-TNFa.

En nuestro estudio GWA se ha observado una asociacion entre el SNP rs10164859
situado a 101,7 kb del gen TANK (P=8,43E-05, OR=3,51) con la respuesta EULAR.
En el articulo publicado por Barton y cols. no esta disponible el SNP del gen TANK
genotipado para poder establecer una comparacion con nuestros resultados.

En otro estudio, Morales et al “3¥ identificaron una asociacion entre el polimorfismo
rs20575 del gen TRAILR (fumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand
eceptor 1) con la respuesta EULAR a los 3 meses (CC 91.7% vs CG/GG 68.2%;
P=0.019) y alos 6 meses de tratamiento (CC 82.6% vs CG/GG 56.1%; P = 0.019)
(421). Sin embargo este estudio no inclufa una fase de replicacion. Este estudio y
los resultados del presente proyecto sugieren la importancia del estudio de estas
vias de sefalizacion en la respuesta al tratamiento anti-TNFa. Nuestro estudio es
el primer estudio que identifica una asociacion significativa entre un polimorfismo
en el gen TANK y la respuesta al tratamiento anti-TNFa en pacientes con artritis
reumatoide.

EMCN (Endomucin)

En nuestro estudio se ha identificado una asociacion entre el SNP rs7680366 si-
tuado a 132,8 kb del gen EMCN vy la respuesta EULAR (P= 9,73E-05, OR=1,97).
Este /ocus ha sido asociado a la susceptibilidad de desarrollar AR en poblacion
japonesa como comentaremos a continuacion.

La interaccion entre la célula y la matriz extracelular (ECM) en muchos tipos de
tejidos esta mediada por un conjunto de integrinas que forman “el complejo de
adhesion focal o la placa de adhesion”. La formacion de complejos de adhesion
focal esta regulada por la interaccion proteina-proteinay la fosforilacion de las pro-
teinas. Se han descrito varias macromoléculas extracelulares que interfieren en la
interaccion celular con la ECM; tales moléculas incluyen a los proteoglicanos, las
glicoproteinas y las sialoglicoproteinas.

La EMCN es una sialoglicoproteina similar a la mucina que estéa codificada por
el gen EMCN e interfiere en el ensamblaje de los complejos de adhesiéon focal
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e inhibe la interaccion entre las células y la matriz extracelular. La endomucina
se expresa en las células endoteliales vasculares en una variedad de tejidos, in-
cluyendo el corazon, la piel y el rifién. Si bien hasta la fecha no se ha identificado
la expresion de la endomucina en el tejido sinovial, se conoce que su expresion
esta estimulada por la accion del TNFa #4349,

Nishimoto et al % identificaron la asociacion entre el SNP rs3775369 del gen
EMCN vy la susceptibilidad de desarrollar AR, utilizando dos muestras indepen-
dientes de pacientes japoneses con AR (P=7,5E-03, OR=1,20). Esta asociacion
fue mas evidente en el grupo de pacientes con anticuerpos anti-CCP positivos
(P=1,5E-03, OR=1,17).

SLC22AS5 (solute carrier family 22 (organic cation/carnitine transporter), member5)

Este gen codifica una de las proteinas transportadoras de cationes organicos ex-
presada en el higado, el rindn y el intestino. Esta familia de proteinas son impor-
tantes para la eliminacion de muchos cationes enddégenos organicos de pequefio
tamafo, asi como una amplia gama de farmacos y toxinas ambientales.

La proteina codificada es una proteina integral de la membrana plasmatica que
funciona como un transportador de cationes organicos y como un transportador
dependiente de sodio de alta afinidad para la carnitina.

El transportador de cationes de carnitina consta de tres isoformas, el OCTN1
(SLC22A4) y el OCTN2 (SLC22A5) en seres humanos y animales y el OCTN3
(Slc22a21) solo en animales. Estos transportadores son fisiolégicamente esen-
ciales para mantener las concentraciones apropiadas de carnitina en los tejidos
mediante la regulacion de su transporte a través de la membrana durante la absor-
cion intestinal, la distribucion tisular y la reabsorcion renal. Entre ellos, el OCTN2
es un trasportador dependiente de sodio de alta afinidad y se ha descrito que una

variacion genética funcional origina la deficiencia primaria de carnitina sistémica.
(436,437)

Dado que la carnitina es esencial para la beta-oxidacion de la cadena larga de
los 4cidos grasos para producir ATP (Adenosine TriPhosphate), los polimorfismos
en el gen SLC22A5 puede causar una variedad de manifestaciones, incluyendo
cardiomiopatia, debilidad del musculo esquelético, el higado graso y la infertilidad
masculina, entre otros.

Ademas la region cromosomica 5931 que contiene estos genes se ha relacionado
recientemente con trastornos autoinmunes. Aungue el mecanismo no esta claro,
ciertos polimorfismos del gen SLC22A4 'y SLC22A5 estan asociados con una ma-
yor susceptibilidad de desarrollar la AR, la enfermedad de Crohn y el asma (436437,
En la enfermedad de Crohn, la asociacion se observd entre variantes funcionales
situados en estos 2 genes cercanos entre si, SLC22A4y SLC22A5 #29),
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Tokuhiro et al “3) observaron una asociacion entre la SNP rs3792876 del gen SL-
C22A4 y la susceptibilidad de desarrollar la AR en una cohorte de individuos ja-
poneses. No obstante esta asociacion y la asociacion con el haplotipo SLC22A4/
SLC22A5 no fue reproducida en cohortes caucasicas incluyendo, un estudio en
pacientes con AR de origen espafiol (438 439440,

En nuestro estudio hemos identificado un polimorfismo, el SNP rs274550, situado
en el octavo intréon del gen SLC22A5 asociado a la respuesta EULAR (P= 3,30E-
04, OR=2,13). La implicacion de las proteinas trasportadoras en el metabolismo
de determinados farmacos y la asociacion de este locus con la respuesta al trata-
miento anti-TNFa, lo convierten en un candidato idéneo para posteriores estudios
de replicacion génica y de validacion funcional.

SLC24A3 (solute carrier family 24 (sodium/potassium/calcium exchanger member 3

También en nuestro estudio hemos identificado una asociacion (P=2,93, OR=1,86)
entre el SNP rs6046010 situado en el segundo intron del gen SLC24A3 y la res-
puesta EULAR en pacientes con AR tratados con anti-TNFa.

Este gen codifica una proteina intercambiadora de cationes dependiente de K
(NCKX83 o potassium-dependent sodium/calcium exchanger 3). Esta proteina se
expresa en las células dendriticas y regula principalmente el trasporte de calcio
en estas células. Shumilina et al. han analizado la expresion de las diferentes
isoformas de esta proteina en células dendriticas de ratones. En este estudio se
ha observado que la isoforma NCKX1 bloguea el efecto de la vitamina D (1,25
(OH2) D3) en estas células. La vitamina D es fundamental para la regulacion de la
homeostasis del calcio en las células dendriticas. También observaron que NCKX1
regula la expresion de CD86 en las células presentadoras de antigeno, que es co-
nocida por su interaccion con los linfocitos T y es esencial para la activacion de las
células T naivey su posterior diferenciacion. Por tanto en este estudio se demostrd
por primera vez que la 1,25(0H) 2D3 disminuia la expresion de CD86 en al células
dendriticas a través de la regulacion del NCKX 449,

TSLP (thymic stromal lymphopoietin)

La TSLP es una citoquina similar a la IL-7 que actua a través de su union al recep-
tor (i.e. TSLPR). La TSLP se expresa primariamente en las células epiteliales, in-
cluyendo los queratinocitos, mientras que el receptor de TSLPR esta expresado en
células hematopoyéticas, incluyendo monocitos, linfocitos T, linfocitos B y células
mieloides dendriticas CD11c+. La TSLP activa las células mieloides dendriticas
CD11c+, permitiendo la diferenciacion de los linfocitos T CD4+ en células Th2
productoras de TNFa, de esa forma tiene un papel fundamental en el desarrollo de
la alergia y la inflamacién @42 443),

Se ha demostrado que las concentraciones de TSLP y de TNFa estan elevadas en
el liquido sinovial de los pacientes con ARy que el TNFa estimula la produccion de
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la TSLP por los fibroblastos sinoviales 4. Es posible que la produccién de TSLP
inducida por el TNFa en los fibroblastos sinoviales, pueda regular la activacion de
las células dendriticas en la AR “5.En modelos animales de artritis experimental
dependiente del TNFa se ha observado que el bloqueo de la TSLP mejora la acti-
vidad de la artritis (446),

Estos datos en su conjunto sugieren que la TSLP esta involucrada no solo en la
patogenia de la alergia y la inflamacion en general, si no también en patogenia de
la artritis reumatoide.

En nuestro estudio hemos observado que el SNP rs17132762 situado a 4,2 kb de
este gen esta asociado con la respuesta EULAR (P= 4,52E-04, OR=0,12) lo que
aporta nuevos datos sobre la posible implicacion funcional entre la TSLP y la ar-
tritis reumatoide.

PIK3CG (phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-Kinase, catalytic subunit gamma)

Este gen codifica una proteina que pertenece a la familia de las pi3/pi4-kinasas.
El producto de este gen es una enzima que fosforila el grupo 3-hidroxilo del anillo
de inositol. Es un importante modulador de la adhesion celular, de la sefializacion
mediada por la E-cadherina y desempefa un papel importante en el mantenimien-
to de la integridad estructural y funcional de los epitelios. Ademas de su papel en
la formacion de las uniones adherentes, esta proteina desempefia un papel fun-
damental en la regulacién de la citotoxicidad mediada por las células NK “447.448),

El alto grado de complejidad y plasticidad de la transduccion intracelular de las
sefiales es a menudo considerado como un impedimento a priori para el éxito de
las terapias dirigidas. Sin embargo, el estudio de las vias de transduccion de se-
flales que subyacen en los procesos de las enfermedades y el conocimiento de
los componentes de sefializacion y sus interacciones, ha favorecido el desarrollo
de medicamentos eficaces y seguros que se dirigen especificamente a los ele-
mentos cruciales de la sefializacion intracelular (#47:449),

En este sentido, la PISK (phosphoinositide 3-quinasa), ha sido considerada como
una diana terapéutica para el tratamiento de trastornos inflamatorios y autoinmu-
nes, asi como para el tratamiento del cancer y de las enfermedades cardiovascu-
lares. Pero la falta de especificidad y selectividad de sus isoformas, asi como el
bajo perfil biolégico de los inhibidores de PI3K han obstaculizado su desarrollo.

En relacion a la artritis reumatoide, se han realizado diversos estudios en modelos
animales de artritis donde se han ensayado pequefias moléculas inhibidoras de
PI3K (i.e. Pik3cg). Camps et al observaron que la administracion oral de un inhibi-
dor de PI3K suprime la inflamacion y la progresion del dafio articular en modelos
animales de artritis (449,

El PI3K tiene un papel crucial y especifico en multiples etapas del desarrollo de la
AR ya sea en la via de presentacion del antigeno o en la sefializacion de recepto-
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res de citoquinas y quimioquinas en las células cebadas, macréfagos, neutrdfilos
y sinoviocitos *47),

En nuestro estudio hemos observado una asociacion entre el SNP rs4727661 si-
tuado a 23,4kb del gen PIK3CG (P=2,04E-04, OR=1,95) y la respuesta al trata-
miento antiTNFa determinada por la respuesta EULAR.

CYP7B1 (cytochrome P450, family 7, subfamily B, polypeptide 1)

El gen CYP7B1 codifica una enzima que cataliza la conversion de la dehidro-
epiandrosterona (DHEA o Dehydroepiandrosterone) en 7 a-hidroxi-DHEA (7a-OH-
DHEA). Este metabolito tiene un efecto activador de la respuesta inmune.

Hasta la fecha, se conocen 3 isoenzimas del citocromo P450 7-hidroxilasa, la
CYP7A, la CYP39A1 y la CYP7B. La CYP7A se expresa en el higado y la CYP39A1
se expresa en el cerebro y ambas estan involucradas en el metabolismo del co-
lesterol. La CYP7B se expresa en los tejidos involucrados en la esteroidogénesis
(i.e. ovario y testiculos) y en los tejidos y células del sistema inmune (i.e. timo vy
linfocitos) 59,

En modelos animales de artritis se ha observado que la gravedad de la artritis se
correlaciona con la expresion del gen CYP7B. Ademas, se ha demostrado que la
7-OH-DHEA previene in vitro los efectos inmunosupresores de los glucocorticoe-
steroides 51,

Dulos et al ¥ publicaron un estudio donde se analizaba la expresion de la 7-OH-
DHEA en muestras sinoviales de pacientes con ARy la regulacion de la actividad
de la CYP7B en fibroblastos sinoviales. En este estudio se observo que deter-
minadas citoquinas (i.e. TNFa, IL-1a, IL-1B8 y IL-17) aumentaban la actividad de
la CYP7B en el tejido sinovial y que este aumento producia una elevacion del
metabolito de 7-OH-DHEA en el liquido sinovial, Io que podia contribuir a la perpe-
tuacion de la inflamacion.

En nuestro estudio hemos observado que el SNP rs65786716 situado a 75,4 kb
del gen CYP7B, esta asociado con la respuesta EULAR (P=3,75E-04, OR=0,52).

PTK2B (PTK2B protein tyrosine kinase 2 beta)

El gen PTK2B también conocido con el nombre de PYK2 codifica una quinasa de
adhesion focal. Las quinasas de adhesion focal o FAK (focal adhesion kinase)
incluyen la PYK2 (proline-rich kinase 2) y son los principales mediadores de la via
de sefializacion de la integrina avB3 que tiene un papel importante en la adhesion
celular, la regulacion de los osteoclastos y la angiogénesis, todos ellos procesos
muy importantes en la patogenia de la AR #5345 Shahrara et al. identificaron una
expresion diferencial de determinadas FAK quinasas (i.e. PYK2) en el tejido si-
novial de pacientes con AR en comparacion con el tejido sinovial procedente de
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pacientes con artrosis y de sujetos control.

El gen PYKZ2 fue estudiado inicialmente en otra enfermedad autoinmune, el lupus
eritematoso sistémico. Wang et al “% analizaron la expresion y la activacion de la
PYK2 en células mononucleares de sangre periférica de 36 pacientes con LES y
se evaluo si la activacion de la PYK2 estaba correlacionada con la actividad y el
dafio organico en el LES. Se analizaron ademéas muestras de 19 pacientes con
ARy de 15 sujetos control. En este estudio se observd un aumento significativo
tanto en la concentracion de la proteina total PYK2 como de su forma activada/
fosforilada en sangre periférica en pacientes con LES, particularmente en aquellos
pacientes con nefritis lUpica de clase IV, en comparacion con pacientes con ARy
controles. Se observé una correlacion clara entre la activacion de PYK2 y la con-
centracion del complemento en el suero. Esto sugiere que la PYK2 podria tener
una papel importante en la etiopatogenia del LES.

En nuestro estudio el SNP rs11783759 situado en el sexto intron del gen PTK2B
estaba asociado a la respuesta EULAR (P= 3,97E-04, OR= 1,83).

DLG5 (discs, large homolog 5 (Drosophila))

El gen DLG5 codifica la enzima MAGUK (membrane associated guanylate kinase).
Existen evidencias de que esta enzima participa en el mantenimiento de la integri-
dad y la polaridad de las células y sobre todo en el mantenimiento de la estructura
epitelial “%®, En consecuencia se ha postulado que determinadas variaciones en
el gen DLG5 pueden alterar la funcion normal de la barrera epitelial, por ejemplo
en el tracto gastrointestinal, por Io que determinados sujetos podrian ser mas vul-
nerables a la infeccion y al desarrollo de la enfermedad inflamatoria intestinal 57 48),

Kek et al #%8) observaron una asociacion significativa entre polimorfismos del gen
DLG5 y el desarrollo de la enfermedad de Crohn (EC) en un grupo de pacientes
de origen asiatico. El genotipo C/C del polimorfismo 4136 C/A del gen DLG5
estaba significativamente asociado a la EC (P=2,3E-03, OR= 2,53), mientras que
el genotipo A/A estaba asociado de forma méas significativa con el grupo control
(P=2,2E-02, OR=0,44). Estos resultados coinciden con los observados por Weers-
ma et al. en un estudio realizado en pacientes con EC de origen aleman “%9).

El gen DLG5 se ha asociado con la susceptibilidad de desarrollar enfermedad
de Crohn, sin embargo en la actualidad no existen evidencias de asociacion con
la susceptibilidad de desarrollar AR. No obstante, como hemos comentado en el
apartado de la introduccion, la AR tiene un componente genético compartido en
algunas variantes con otras enfermedades autoinmunes donde el TNFa tiene un
papel relevante, como son la enfermedad de Crohn o la colitis ulcerosa, por lo que
no es de descartar que este gen pueda estar involucrado en la fisiopatologia de la
ARy la variabilidad en la respuesta al tratamiento.

202



AR-antiTNFa BIOMARCADORES DE RESPUESTA

En nuestro estudio hemos identificado una asociacion entre el SNP rs11002285
situado a 24,2 kb del gen DLG5 (P=3,67E-04, OR= 3,14 ) y la respuesta EULAR al
tratamiento anti-TNFa.

ETSI (v-ets erythroblastosis virus E26 oncogene homolog 1)

Otro de los polimorfismos asociados a la respuesta EULAR es el SNP rs7926975
en el noveno intron del gen ETST (P=4,61E-04, OR=2,33). Este gen codifica a un
factor de transcripcion de la familia ETS. Estas proteinas funcionan como activa-
dores o represores transcripcionales de numerosos genes que estan implicados
en la senescencia y muerte celular, en la migracion celular y en la génesis tumoral.
Numerosos estudios han demostrado que estas proteinas tienen un papel impor-
tante en la diferenciacion de los osteoblastos y en el desarrollo 6seo. Ademas se
ha observado que el gen ETS1 esta involucrado en la regulacion de las proteasas
extracelulares como las MMP (460.461),

El factor de transcripcion ETS1 ha estado intimamente ligado a la regulacion de
la angiogénesis tanto en condiciones fisioldgicas como asociado a procesos pa-
toldgicos y su expresion en las células endoteliales esta regulada por el factor de
crecimiento vascular endotelial, el factor angiogénico mas importante en la AR (462),

Wernert et al 462 investigaron la expresion del gen ETS1 en tejido sinovial de pa-
cientes con AR activa y compararon los resultados con los datos obtenidos en
pacientes con artrosis, enfermedad que se caracteriza por presentar menor an-
giogénesis que la AR. En este estudio se proporcionaron datos que sugieren que
el factor de trascripcion ETS1 tiene un papel importante en la regulacion de la
angiogénesis en la AR. En otro estudio publicado por el mismo autor, se observo
que tanto el VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) como el TNFa, que son
importantes factores angiogénicos en la AR, inducen la produccion de ETS1 en
cultivos de células endoteliales “%. Por otra parte, se conoce que el ETS1 regula
la produccion de la colagenasa 1y del plasminégeno de tipo uroquinasa activador
(464) 'que son necesarios para la degradacion de la matriz durante las primeras fa-
ses de la germinacion angiogénica “%). Este mecanismo también se ha observado
en la angiogénesis inflamatoria en la AR 469,

CD44 (CD44 molecule)

La proteina codificada por este gen es una glicoproteina de superficie celular que
se expresa en un elevado numero de células y tiene un papel importante en la
interaccion celular, la adhesion y la migracion. Ademas participa en una amplia
variedad de funciones celulares, incluyendo la activacion linfocitaria, la regula-
cion de las células dendriticas y la hematopoyesis, entre otras. Esta proteina actua
también como receptor del acido hialurénico (HA) y a su vez puede interactuar
con otros ligandos, tales como la osteopontina, colagenos y metaloproteinasas de
matriz (467,
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Existen multiples evidencias que implican a la molécula CD44 en la patogénesis
de la AR. Grisar et al “89 estudiaron la expresion de diversas variantes de splicing
del gen CD44 en monocitos circulantes y en tejido sinovial de pacientes con AR
y artrosis. Estos autores observaron que la expresion de estas variantes estaba
aumentada en el revestimiento sinovial de pacientes con AR en comparacion con
los pacientes con artrosis. Asi mismos se observo una asociacion inversa entre la
expresion de Cd44v3 en monocitos de sangre periférica y el desarrollo de formas
mas agresivas de AR.

En un estudio posterior se ha observado que los anticuerpos anti-CD44, inyecta-
dos pasivamente en ratones DBA/1 con artritis inducida por colageno, en ratones
NOD con diabetes tipo 1y en ratones SJL/j con encefalomielitis autoinmune, redu-
cen las manifestaciones clinicas de estas enfermedades. Aungue no se conoce el
mecanismo de accioén, los autores proponen que su efecto terapéutico puede ser
debido a una atenuacion de la migracion de células inflamatorias y/o a la apopto-
sis de las mismas. No obstante la deleccion genética de CD44 en modelos de ra-
tones knockout aumenta el desarrollo de artritis inducida, debido a la redundancia
molecular mediada por RHAMM (a receptor of hyaluronan-mediated motility) 6%,

En nuestro estudio hemos observado que la presencia del SNP rs4756196 en el
primer intron del gen CD44 esté asociado a la respuesta (P=4,74E-04, OR=0,54).

MAP2K2 (mitogen-activated protein kinase kinase 2)

Este gen codifica una proteina que es una quinasa especifica dual, que pertenece
a la familia de las MAP2K (MAP kinase kinase family), y que tiene un papel impor-
tante en la transduccion de las sefales de los factores de crecimiento mitégenos.
Es capaz de fosforilar y activar a los complejos MAPK1/ERK2 y MAPK2/ERKS. La
activacion de esta quinasa es dependiente de la fosforilacion de Ser/Thr por la
MAP3K (mitogen-activated protein kinase kinase kinase).

La cascada MAPK (mitogen-activated protein kinase) es el mayor sistema de se-
Aalizacion intracelular y esta compartida por varios tipos celulares. En células de
mamiferos, existen al menos tres subtipos de MAPK: ERK (extracellular signal-
regulated kinase), MAPK p38 y JNK (c-jun amino-terminal kinase) 440471,

Existen numerosas evidencias que implican de forma robusta a las MAPK en la
patogenia de la AR y en su tratamiento 472 473474 que no son objeto de discusién en
este proyecto. Sin embargo es preciso constatar que no se ha identificado ningun
estudio que relacione al gen o la proteina codificada por MAP2K2 con la artritis
reumatoide.

En nuestro estudio se ha identificado un SNP, el rs350897, situado en el gen
MAP2K2 asociado de forma significativa con el ADAS28 (P=3,85E-04, OR=0,65).
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Genes con SNPs no sinénimos asociados en el GWAS
CRIP (cystein-rich intestinal protein)

El gen CRIP (también denominado CRIP2) codifica un putative factor de transcrip-
cion dependiente del zinc, cuyas funciones son poco conocidas. Se expresa en
células neuronales, células del musculo liso y en determinadas células tumorales.
Por ejemplo se ha descrito una relacion entre la expresion de CRIP y una menor
progresion de las metastasis en el osteosarcoma “® y se ha relacionado tam-bién
con la apoptosis en el carcinoma de esoéfago “7®. También se ha descrito que
CRIP2 participa en al remodelacion del citoesqueleto y en la diferenciacion de las
células del musculo liso.

Quizas los datos mas interesantes que puedan tener relacion con el proceso in-
flamatorio derivan de un estudio publicado por Cheung et al. donde se observa
gue CRIP2 actua como un factor de transcripcion que inhibe la regulacion de la
angiogénesis mediada por citoquinas a través de la represion del NF-kB, por tanto
podria inhibir funcionalmente la formacion tumoral y la angiogennesis 77

Es interesante citar que recientemente se ha publicado un estudio de expresion
génica a escala gendomica realizado en cultivos de keratinocitos humanos con el
objetivo de investigar el efecto de la radiacion presente en las tecnologias wireless.
En este estudio se observo que la expresion de determinados genes, entre los que
se incluia CRIP2, estaba aumentada de forma significativa tras la exposicion “79,

En nuestro estudio hemos identificado una asociacion entre el SNP rs7824 ubica-
do en el tercer exdn de este gen y la respuesta al tratamiento anti-TNFa. Se trata
de un SNP no sinénimo que produce un cambio de aminoacidos de cisteina (Cys,
aminoacido no polar) a serina (Ser, aminoacido polar) en la proteina resultante.
En el presente proyecto aportamos la primera evidencia de una relacion entre el
gen CRIP2 y la AR. A pesar de los pocos datos que existen al respecto el valor de
la asociacion altamente significativo en poblacion espafnola y el hecho de que se
trata de una variacion que produce un cambio en la secuencia de aminoacidos
de la proteina resultante, convierte a CRIP2 en un claro candidato para evaluar en
posteriores estudios de validacion funcional.

CCDC125 (coiled-coil domain containing 125)

En nuestro estudio se ha identificado una asociacion entre el SNP rs10471774 si-
tuado en el primer exén del gen CCDC125 (P=1,68E-04, OR=0,65) y la respuesta
determinada por el ADAS28.

Existen evidencias que sugieren que el gen CCDC 125 actlia como un regulador de
la motilidad celular a través de los miembros de la familia RhoGTPase, que incluye
RhoA (Ras homolog gene family, member A), Rac1 (Ras-related C3 botulinum toxin
substrate 1) y Cdc42 (Cell division control protein 42 homolog). Estas proteinas
tienen un papel importante en la regulacion y coordinacion del citoesqueleto de
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actina, necesario para la motilidad celular, y por tanto directamente implicadas en
muchos procesos fisiologicos, tales como la morfogénesis embrionaria, la cica-
trizacion de heridas, el transito de células inmunes, la contraccidon muscular y el
desarrollo de la red neuronal. Las mutaciones en este gen se han asociado con
una amplia variedad de enfermedades tales como las distrofias musculares, las
enfermedades neurodegenerativas, el cancery la progeria “79 480),

Existen algunos datos que indican una elevada expresion del gen CCDC125 en te-
jidos asociados con el sistema inmune como el timo, el bazo y la médula 6sea “&,

En nuestro estudio hemos observado que el polimorfismo asociado a la respuesta,
el SNP rs10471774, se sitia en un exén y condiciona un cambio de una valina (Val,
aminoacido no polar) a una metionina (Metf, aminoacido no polar) en la proteina
resultante.

ANKRD34B (ankyrin repeat domain 34B)

Este gen (también conocido como cytosolic phosphoprotein DP58) codifica una
proteina citosolica involucrada en la diferenciaciéon de células dendriticas en la
medula 6sea “8. Existe muy poca informacion en la literatura a cerca de este gen
y Su proteina.

En el presente proyecto el SNP rs32857 no sinébnimo situado en el quinto exén
del gen ANKRD34B produce un cambio del aminoacido leucina (Leu, aminoacido
no polar) a serina (Ser, aminoacido polar) en la proteina codificada y esta varia-
cion genética esta asociada a la respuesta EULAR con el tratamiento anti-TNFa
(P=9,68E-06, OR=2,56).

TRIM?25 (tripartite motif containing 25)

El TRIM25 (Trirpartite motif-containing 25) también conocido como EFP (Estrogen-
responsive Finger Protein), es un miembro de la familia TRIM. Esta familia esta
constituida por un numero variable de miembros que puede variar entre especies,
y en la especie humana se han identificado méas de 60 miembros. La familia TRIM,
es a su vez una de las subfamilias de la familia RING (finger E3 ubiquitin ligase)
gue esta implicada en una gran variedad de funciones celulares incluyendo la pro-
liferacion celular, la diferenciacion, la oncogénesis y la apoptosis #6243 No existen
datos publicados en relacion a una posible relacion entre este gen y la artritis.

En nuestro estudio hemos identificado una asociacion entre el SNP rs205498, no
sindénimo, situado en el cuarto exén del gen TRIM25 y la respuesta EULAR (P=
5,31E-06, OR=2,37). Este SNP origina un cambio del aminoéacido prolina (Pro, ami-
noacido no polar) a leucina (Leu, aminoacido no polar) en la proteina resultante.
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4.2.4.- Replicacién de nuevos loci candidatos: estudio del poder estadistico

Los resultados del presente proyecto proporcionan un listado de loci asociados
a la respuesta al tratamiento anti-TNFa en la artritis reumatoide, alguno de ellos
funcionalmente atractivos porque ya se han descrito asociados a la patogenia de
la AR y otros con una significancia puramente estadistica (i.e. loci comunmente
asociados a respuesta ADAS28 y EULAR). En cualquier estudio genético es funda-
mental realizar la validacion de los resultados en una muestra independiente a fin
de separar las verdaderas asociaciones de los falsos positivos. Como se observo
en el apartado de resultados, la estimacion del poder estadistico de replicacion de
la asociacion de cada uno de nuestros SNPs candidatos nos ha permitido evaluar
el tamafio muestral mas adecuado para este objetivo.

El poder estadistico es la probabilidad de, siendo verdadera la asociacion, que la
prueba estadistica alcance una significacion igual o superior a un umbral definido,
es decira = 0,056 a=0,01. Por tanto, un 80% de poder a nivel de 0,05 indica que
se detectaréa una asociacion verdadera con una probabilidad del 80%, o 1o que es
equivalente, en 4 de 5 muestras de tamano similar extraidas de la misma pobla-
cion. El poder estadistico esta directamente relacionado con el tamafio muestral
y el tamafio del efecto genético (i.e. Odds Ratio). Se reconoce que, en general,
un estudio de asociacion genético deberia ser llevado a cabo sdélo si se estima un
poder estadistico superior al 80% “84).

En nuestro estudio hemos calculado el poder de replicacion de los SNPs y loci pre-
seleccionados con dos tamarfos muestrales, tal y como se observa en la tabla 38
del apartado de resultados. Con una muestra de 267 pacientes 17 asociaciones
alcanzaron un poder de replicacion de mas del 80%. Sin embargo, si doblamos el
numero de pacientes para replicacion (534 pacientes), el nUmero de asociaciones
para las que se tiene suficiente poder estadistico practicamente también se du-
plica. Este resultado refleja claramente la importancia del tamafio muestral en los
estudios de replicacion.

Es por este motivo que en el presente proyecto de tesis no hemos llevado a cabo
el estudio de replicacion y se ha decidido postergar para un futuro proyecto con
un tamafio muestral mas adecuado. Nuestro objetivo es, partiendo de los 267 pa-
cientes hasta ahora disponibles y no incluidos en el estudio de GWAS, obtener un
grupo de 534 pacientes de las mismas caracteristicas de las que se han incluido
en el PSE “IMID Kit”. Con este tamafio muestral se alcanzaré un poder de replica-
cion del mas del 80% en 36 SNPs de los 50 SNPs candidatos seleccionados en el
presente proyecto.

4.2.5.- Anadlisis de vias biolégicas asociadas a la respuesta al tratamiento
anti-TNFa

El estudio de asociacion de vias genética mediante la aproximacion GSEA (Gene
Set Enrichment Analysis) la respuesta a la terapia anti-TNFa fue utilizada por pri-
mera por Krintel et al @9, En este estudio se utilizaron los valores de significacion
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estadistica de todo el genoma para identificar aquellas vias o grupos de genes
qgue estaban sobre representados en el conjunto de /oci mas significativos respec-
to el grupo de loci menos significativos.

El programa utilizado para este analisis fue el software GenGen comentado ante-
riormente en el apartado de la metodologia. En el presente proyecto hemos utili-
zado como criterio de seleccion de las vias asociadas al ADAS28 y a la respuesta
EULAR, el valor nominal de la P<0,05. En nuestro estudio ademas hemos reali-
zado la correccion con el indice DAS28 a la semana basal en el anélisis realizado
en relacion la variable ADAS28.

En nuestro estudio hemos identificado 28 vias glénicas asociadas significativa-
mente a la respuesta a anti-TNFa en pacientes con AR. Al igual que en el estudio
de Krintel et al varias vias estaban asociadas a la inflamaciéon y a la respuesta in-
mune. En el estudio de Krintel et al ?"9 una de las vias asociadas con el ADAS28
fue la via de la IL2RA gue es un gen asociado con la susceptibilidad de desarrol-
lar AR observado en estudios anteriores ?*4%_Coincidiendo con este trabajo, en
el presente proyecto también hemos identificado la via de sefializacion de la IL-2
asociada a la respuesta al tratamiento, pero a diferencia del estudio de Krintel et
en nuestro trabajo la asociacion se ha objetivado con la respuesta EULAR.

La IL-2 tiene un papel clave en la activacion de las células T que dependen de
esta citoquina para su proliferacion y sus funciones efectoras. Los efectos de la
IL-2 estan mediados a través de la interaccion con el receptor trasmembrana es-
pecifico (IL-2R). La union de la IL-2 con el IL-2R provoca la activacion de varias
tirosin quinasas, incluyendo Src-quinasas, las quinasas Jak y la sypp729°. La IL-2
también participa en la apoptosis programada de los linfocitos T (486487,

La via de sefalizacion mTOR (mammalian target of rapamycin) también esta in-
cluida entre las vias asociadas significativamente en el estudio de Krintel et al. En
nuestro estudio también se ha replicado esta asociacion con la respuesta EULAR
con un valor de significacion de P=4E-03. EI mTOR es una proteina quinasa serina/
treonina que regula diversas funciones celulares, tales como el crecimiento, la pro-

liferacion, la motilidad, la supervivencia y la sintesis y transcripcion de proteinas.
(488, 489)

Esta via esta desregulada en muchas enfermedades y desempefia un papel im-
portante en la regulacion de las propiedades invasivas de los fibroblastos sinovia-
les en pacientes con RA. La via de sefializacion mTOR por lo tanto podria ser clave
en la respuesta clinica al tratamiento anti-TNFa 499,

En nuestro estudio ademas hemos identificado otras vias adicionales asociadas a
la respuesta al tratamiento anti-TNFa. Entre estas vias, la via con una marcada si-
gnificacion estadistica (P<1E-04) es la via del inflamosoma NLRP3 anteriormente
comentada. Este resultado implica que otros genes de la via a parte del NLRP3
estan sobrerrepesentados en el grupo mas significativo de SNPs. Estos genes son:
APP (amyloid beta (A4) precursor protein), PANX1 (pannexin 1)y TXNIP (thioredoxin
interacting protein). Este resultado aumenta en gran medida la evidencia en torno a
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la implicacion de esta via en la respuesta diferencial al tratamiento con anti-TNFa.
La via del inflamosoma esta asociada a la patogenia de determinadas enferme-
dades inflamatorias el como vitiligo (i.e. mutacién en el gen NPL1), el sindrome
Muckle-Wells (i.e. mutacion en el gen NPL3), la enfermedad de Crohn, o la gota,
entre otras. El tratamiento de los pacientes con algunas de estas enfermedades
con antagonistas del receptor de la IL-1 revierte los sintomas clinicos, sugiriendo
una relacion causa efecto entre la produccion de IL-1B y la enfermedad 497492

Algunos miembros de esta familia forman complejos de multiproteinas o inflamoso-
mas, que regulan el procesamiento y la secrecion de mediadores proinflamatorios,
tales como la IL-1B y la IL-18. La actividad del inflamasoma se activa no sélo por la
infeccion microbiana, sino también por una amplia gama de estimulos no infeccio-
sS0s exdgenos y endogenos. Por consiguiente, la desregulacion de la actividad del
inflamasoma se asocia con numerosas enfermedades inflamatorias, no microbia-
nas. El descubrimiento de polimorfimos en el gen NLRP3 en las enfermedades au-
toinflamatorias, tales como el sindrome de Muckle-Wells ha llevado a la asociacion
de las proteinas NLRs con la patogénesis de muchas enfermedades no microbia-
nas que incluyen la AR, los trastornos neurodegenerativos, trastornos metabdlicos
(i.e. obesidad y la diabetes), enfermedades cardiovasculares (i.e. aterosclerosis
e infarto de miocardio), enfermedad inflamatoria intestinal, enfermedad renal y
dermatitis por hipersensibilidad “®3). Sin embargo, el papel del inflamosoma en la
enfermedad autoinmune es menos claro que en las enfermedades autoinflamato-
rias, a pesar de los numerosos efectos de la IL-1B y IL-18 que puede tener en la
inmunidad adaptativa %%,

La evidencia que vincula el inflamasoma y la patogénesis de la AR esta sustentada
principalmente por la moderada efectividad demostrada por el Anakinra ® que
como comentamos anteriormente en el apartado de la introduccién es un inhibidor
de la IL-1. No obstante el bloqueo del inflamosoma que consiste en el bloqueo de
la IL-1 y la IL18 probablemente sea més efectivo que el bloqueo selectivo de la
IL-1. Otra evidencia esta sustentada por un estudio que ha observado una relacion
entre la presencia de dos polimorfismos en los genes NLRP3y CARDS8 que causan
un aumento de la produccién de IL-1B y un aumento de la susceptibilidad y la gra-
vedad de la AR“?. Sin embargo en otro estudio realizado por el mismo grupo que
analizé el polimorfismo en el gen NLRP3 exclusivamente no observd asociacion
con la susceptibilidad de desarrollar la AR ni con la incidencia o severidad de la
AR 4% Ademas, en otro estudio no se observaron diferencias significativas entre
la expresion del NLRP3 y la extension de la inflamacion sinovial en pacientes con
AR y en pacientes con artrosis 9, No obstante, estos estudios no descartan la
posibilidad de que el inflamasoma NLRP3 tenga un papel funcional en la AR, tanto
en la iniciacion como en el mantenimiento de la inflamacion. Los pacientes con
una excesiva activacion de NLRP3 con frecuencia desarrollan dolor e inflamacion
articular, lo que sugiere de nuevo la implicacion del inflamasoma en la patogénesis
de la AR @97,
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4.3.- Estudios de replicacién de loci publicados asociadas a la respuesta al
tratamiento anti-TNFa

4.3.1.- Validacién de SNPs identificados en GWAS previos
GWAS publicado por Liu et al

Liu et al ®>¥identificaron en un GWAS donde se incluyeron 89 pacientes con AR,
16 SNPs significativamente asociados con el tratamiento anti-TNFa. Estos 16 SNPs
presentaban un efecto importante con un OR de mas de 3,5 entre el grupo de pa-
cientes respondedores y no respondedores, inclusive algunos SNPs mostraron un
OR de mas de 10. Considerando el pequefio tamafio muestral de este estudio, la
posibilidad de identificar asociaciones falsamente positivas era considerable, por lo
que es fundamental la validacion de estos resultados en cohortes mas importantes.

El poder calculado para realizar la replicacion de estos resultados en nuestra
muestra en base a las estimaciones originales del efecto genético fue de mas del
90%. Sin embargo no se han podido replicar estos resultados lo que sugiere que
son resultados falsos positivos. No obstante, no se puede descartar la posibilidad
de que, dado el bajo tamafio muestral del GWAS de Liu et al, se sobreestimara
el efecto genético. Si el efecto real fuera mucho menor (i.e. OR < 1,2), es posib-
le que el poder de replicacion de nuestra cohorte fuera inferior al 80%. En este
sentido, se ha comprobado que la estimacion del efecto genético de muchos loci
identificados mediante GWAS suele ser inferior en los estudios de replicacion su-
cesivos. Este efecto se conoce como la maldicion del ganador (i.e. winner’s curse)
y estd ampliamente aceptado en este tipo de estudios “%®). Otro motivo que tam-
bién podria explicar la falta de replicacion podria ser la presencia de diferencias
fenotipicas entre ambas cohortes. La presencia de heterogeneidad clinica en una
enfermedad compleja como la AR puede facilmente generar diferencias entre las
distintas cohortes a estudio y por tanto, reducir la probabilidad de replicar la aso-
ciacion original.

Al analizar si existe una hetrogeneidad clinica entre la muestra incluida en el estu-
dio de Liu et al ®*Yy la incluida en el presente proyecto, observamos que si existen
realmente diferencias, sobre todo en cuanto a la edad de los pacientes al inicio
del tratamiento anti-TNFa, los afos de evolucion de la AR y el habito tabaquico
registrado en ambos estudios. En nuestro estudio ademas hemos utilizado dife-
rentes criterios de valoracion de la respuesta y se agrupo a los pacientes buenos
y moderados respondedores. En cambio Liu et al compraron a los buenos y malos
respondedores excluyendo a los moderados respondedores del estudio.

Sin embargo nuestros resultados coinciden con otros estudios disefiados especi-
ficamente con el fin de replicar los resultados publicados por este grupo. Suarez
et al 2% publicaron un estudio que analizaba los 16 SNPs candidatos de Lui et al
en 151 pacientes espafnoles utilizando como en el estudio original la asociacion
de estos SNPs con respecto al relDAS28 y a la respuesta EULAR. En este estudio
tampoco se pudieron identificar ninguna de las 16 asociaciones previamente pu-
blicadas.

210



AR-antiTNFa BIOMARCADORES DE RESPUESTA

El segundo intento de validar estos resultados fue un relacion a un estudio de
GWAS publicado por Krintel et al ?"%. En este estudio tampoco se pudo replicar la
asociacion de estos 16 SNPs con la respuesta al tratamiento anti-TNFa.

GWAS publicado por Plant et al

Un nuevo intento de realizar un estudio de asociacion genética a escala gendmica
con la respuesta al tratamiento con anti-TNFa se realizo en el afio 2010 por Plant et
al ) En este estudio se identificaron 7 SNPs asociados con la respuesta a los 6
meses de iniciado el tratamiento. Se incluyeron un total de 1.286 pacientes con AR
utilizando un disefio de tres fases. Los SNPs identificados en la fase | asociados
al ADAS28 fueron replicados en una muestra independiente de 379 pacientes en
la fase Il. Los SNPs identificados en las fases | y Il fueron analizados en un meta-
analisis y los SNPs resultantes fueron genotipados en una tercera muestra de 341
pacientes. Los SNPs identificados como asociados al ADAS28 en las tres fases
fueron agrupados en un segundo meta-analisis resultando una lista de 7 SNPs
candidatos. Es interesante objetivar que ninguno de estos 7 SNPs fue replicado
significativamente en la fase lll, incluso ni de forma nominal (P>5E-02). Combinan-
do las tres fases en un posterior meta-analisis tampoco se llego a la significacion
estadistica a escala gendmica (el valor maximo alcanzado fue de P=5E-05). A pe-
sar de que este estudio representa la mayor cohorte publicada hasta el momento
sobre asociacion genética y respuesta al tratamiento anti-TNFa, tienen ciertas
limitaciones metodoldgicas como el uso de un punto de corte de significacion es-
tadistica poco exigente permitiendo la presencia de falsos positivos.

En nuestra cohorte ninguno de estos 7 SNPs alcanz6 una asociacion estadistica
en relacion al ADAS28, aunque se debe considerar que en nuestro estudio la valo-
racion de la respuesta se realizo a las 12 semanas de iniciado el tratamiento y en
el estudio de Plant el al ®% fue realizada a los 6 meses del inicio del trata-miento.
Como en la primera fase de descubrimiento no observamos una asocia-cion es-
tadisticamente significativa con ninguno de los SNPs candidatos se decidié no
realizar el estudio de multiples fases como en el estudio original. Ademas, las
poblaciones de ambos estudios presentaban diferencias en relacion a la edad de
inicio del tratamiento, el habito tabaquico, la duraciéon de la enfermedad y el valor
de la media del DAS28 a la semana basal que era mas elevado en el estudio de
Plant et al 29,

Otro intento de replicacion de los resultados de este estudio fue realizado por
Krintel et al que incluyd una cohorte danesa de 196 pacientes con AR tratados
con anti-TNFa @79, En este estudio a pesar de utilizar el mismo disefio en multiples
fases que el estudio original tampoco se pudo confirmar la asociaciéon con ninguno
de estos SNPs. Esto puede explicarse por las diferencias entre las caracteristicas
de ambas poblaciones y el pequefio tamafio de la muestra del estudio de Krintel et
al insuficiente para llevar a cabo un estudio de multiples fases como el realizado
por Plant et al.
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GWAS publicado por Krintel et al

Krintel el al ®™ en el afio 2012 han publicado un estudio de GWAS en poblacion
danesa. En este estudio, al igual que en el nuestro, ningun SNPs genotipado al-
canzo la significacion estadistica a escala gendmica. No obstante estos autores
también han identificado asociaciones robustas con valores bajos de P en SNPs
asociados con el ADAS28, con el re[DAS28 y con la respuesta EULAR.

La poblacion incluida en nuestro estudio es similar a la cohorte danesa en cuanto
a la edad de inicio, la distribucion por género, los anos de evolucion de la en-
fermedad y la proporciéon de pacientes fumadores activos. Pero existen algunas
diferencias como por ejemplo la distribuciéon de los pacientes en relacion al trata-
miento anti-TNFa utilizado, tal y como se observa en la tabla 47 de este apartado.
Otra diferencia observada es en relacion a la actividad de la enfermedad al inicio
del tratamiento. En nuestro estudio la actividad de la enfermedad al inicio del
trata-miento era alta a moderada, mientras que en el estudio danés era moderada
a baja. También es importante aclarar que la medicacién concomitante en nuestro
estudio no se considero entre las variables analizadas. En ambos estudios el para-
metro utilizado para la valoracion de la respuesta fue similar, asi como el tiempo
de valoracion (12 semanas en nuestro estudio y 14 semanas en el estudio danés).

A pesar de las diferencias observadas entre los dos grupos de pacientes hemos
identificado dos asociaciones significativas entre el SNP rs11045392 cercano al
gen PDE3A del cromosoma 12 tanto en relacion al ADAS28 (P=4,28E-03) como con
la respuesta EULAR (P=2,25E-03 , OR=1,70) y entre el SNP rs3794271 ubicado en
el gen SLCO1C1 del mismo cromosoma en relacion al ADAS28 (P=3,41E-03) y la
respuesta EULAR (P=2,96E-03, OR=1,68). Al realizar el analisis considerando solo
a los buenos y malos respondedores la asociacion entre ambos polimorfismos y la
respuesta se presenté aun mas robusta.

El presente proyecto independientemente de representar el cuarto GWAS en rela-
cion a la respuesta al tratamiento antiTNFa y el primero en poblacion espafiola, se
constituye como el primer estudio de validacion de loci candidatos asociados de
forma robusta a la respuesta al tratamiento antiTNFa en pacientes con AR.

El gen PDE3 (Cyclic nucleotide PhosphoDiesterasE 3) codifica una de las isofor-
mas de la fosfodiesterasa, especificamente la 3. Estas enzimas fosfodiesterasa
hidrolizan los mensajeros secundarios intracelulares AMPc (Adenosin monofosfato
ciclico) y GMPc (Guanosin monofosfato ciclico), inhibiendo su accion. Existe un
amplio patron de expresion, localizacion celular y afinidad por sustratos que la
convierte en una diana terapéutica interesante para numerosas patologias como
|a AR (499, 500, 501)_

Yan et al ®® han demostrado que, en cultivos de cardiomiocitos, la baja regulaci-
on de PDE3A concomitante con la regulacion del AMPc, se asocié con una mayor
apoptosis del cardiomiocito. Otras PDE como la PDE4 y la PDE7 estan mas ex-
presadas en el sistema inmune.

Se ha observado que determinados inhibidores de estas enzimas actlan sobre las
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concentraciones de AMPc y producen efectos anti-inflamatorios como por ejemplo
una disminucion del TNFa. Aunque la PDE3 no es la fosfodiestersa mas amplia-
mente expresada en el sistema inmune, también ha sido detectada en algunas
células inmunocompetentes. Esto hace mas probable que el gen PDE3A pueda
tener un determinado papel en la patogenia de la AR y mas especificamente en
relacion al tratamiento con anti-TNFa (03504,

El SLCO1C1 (solute carrier organic anion transporter family, member 1C1) codifica
un miembro de la familia de los transportadores de anion organico. La proteina
codificada es un receptor transmembrana que media la captaciéon de sodio-in-
dependiente de las hormonas tiroideas en los tejidos cerebrales. Esta proteina
tiene una afinidad particularmente elevada para las hormonas tiroideas, como la
tiroxina, triyodotironina inversa y triyodotironina. Se ha descrito que determinados
polimorfismos en el gen que codifica esta proteina pueden estar asociados con
la fatiga y la depresién en pacientes que sufren hipertiroidismo %), Es interesante
ademas observar que otros miembros de la misma familia, situados en la misma
region cromosoémica, son trasportadores de sustratos, incluyendo el MTX (506. 507, 508,
509 Ademas la expresion hepatica de ciertos genes SLCO esta regulada por otras
citoquinas como el anti-TNFa ¢19,

Hasta la fecha, ninguno de estos dos genes ha sido asociado directamente ni con
la AR ni con el tratamiento anti-TNFa. No obstante las funciones de estos genes,
indican la necesidad de llevar a cabo estudios centrados en estos /oci ya que son
los primeros loci robustamente replicados en relacion a la respuesta al tratamiento
con anti-TNFa en apacientes con AR.

4.3.2.- Validacion de SNPs identificados en estudios de asociacién de gen
candidato previos

En el presente proyecto también se ha llevado a cabo el estudio de replicacion de
loci previamente analizados en dos estudios de asociacion que utilizaron la estra-
tegia del gen candidato 230 292),

En el estudio de Cui et al ?* se analizaron 31 SNPs anteriormente asociados con
la susceptibilidad de desarrollar AR y se incluyeron pacientes de 9 cohortes inde-
pendientes con un total de 1.283 pacientes con AR.

El segundo estudio fue publicado por Potter et al ?%) y se analizaron 199 SNPs en
24 genes candidatos involucrados con dos sistemas de sefializacion estrecha-
mente involucradas con la inflamacién y la respuesta inmunitaria, los TLR (7oll-
like receptor) y la via de sefializacion NFKkB. Para este estudio se incluyeron 923
pacientes procedentes de la cohorte BRAGGSS (Biologics in Rheumatoid Arthritis
Genetics and Genomics Study Syndicate).
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Estudio de asociacién publicada por Cui et al

En relacion al estudio de Cui et al ®*9 de los 31 SNPs analizados, un solo SNP
(rs10919563) en el gen PTPRC (también conocido como CD45) estuvo asociado
con la respuesta EULAR (P=1,0E-04, OR=0,55 en el analisis multivariante). Cuan-
do se analiz6 la respuesta con respecto al ADAS28 se observaron unos resultados
similares (P= 2,0E-04). El alelo mayor (G) de este SNP asociado a la suscepti-
bilidad de desarrollar la AR, también es predictor de una respuesta favorable al
tratamiento anti-TNFa.

Posteriormente Plant el al®® incluyeron 1.115 pacientes de la cohorte BRAGGSS y
analizaron 29 SNPs asociados a la susceptibilidad de desarrollar AR. Al igual que
en el estudio de Cui et al ?® se observé una asociacion entre el SNPs rs10919563
del gen PTPRCy la respuesta determinada tanto por el ADAS28 (P=4E-02) como
por el criterio EULAR (buenos respondedores vs no respondedores) (P=3E-2).
Esta asociacion no se pudo confirmar cuando se consideraba a los pacientes est-
ratificados en base a los anticuerpos anti-CCP y segun el tipo de tratamiento anti-
TNFa. En este mismo articulo se observd una asociacion con el SNPs rs11594656
ubicado en el gen IL2RA con respecto a la respuesta EULAR (P=2E-02) y no con
respecto al ADAS28 (P=3,1E-01).

En nuestro estudio ningun SNPs analizado por Cui et al, presentd una asociacion
estadisticamente significativa al ADAS28 ¢ a la respuesta EULAR, incluyendo el
SNP ubicado en el gen PTPRC anteriormente replicado por Plant el al. La asocia-
cion mas robusta se observo entre el SNP rs6457617 ubicado en el gen HLA-DR4
en el cromosoma 6 (P= 3,91E-03) y el ADAS28, aunque esta asociacion no se ob-
servo con respecto a la respuesta EULAR. Se han identificado otras asociaciones
nominales como la asociaciéon con el SNP rs2104286 ubicado en el gen IL2RA que
alcanza un valor de P=2E-02 en el analisis con respecto al ADAS28 coincidiendo
con la asociacion encontrada para este SNP en el estudio de Plant et al (480) con
la diferencia de que en este estudio la asociacion fue con respecto a la respuesta
EULAR.

Aunque en nuestro estudio no hemos replicado la asociacion entre el gen PTPRC
y la respuesta al tratamiento con anti-TNFa, esto no descarta la existencia de
una asociacion ya que en nuestra muestra no se alcanza el poder suficiente para
llevar a cabo la replicacion de este gen en base al efecto genético originalmente
descrito.

Estudio de asociacién publicados por Potter et al

El otro articulo comentado fue publicado por Potter et al, en relacion al sistema de
sefalizacion del TLR y de la via del NFKB ©%), En este estudio se analizaron 187
SNPs ubicados en 24 genes candidatos en 923 pacientes de la cohorte BRAGGSS
y analizaron la presencia de estos SNPs con respecto al ADAS28 y a la respuesta
EULAR a los 6 meses de tratamiento. El umbral de significacion utilizado en este
estudio fue poco estricto debido a la naturaleza exploratoria del mismo por lo que
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no se realizd la correccion de los valores de significacion por test multiples.

Los sistemas de sefializacion del TLRs y del sistema NFkB son fundamentales
en la regulacion de la inflamacion y de la respuesta inmune. El TLRs detecta los
antigenos exdgenos y endégenos vy las vias de sefializacion (i.e. NFkB) regulan la
produccion de citoquinas pro-inflamatorias (i.e. TNFa y IL-1), quimioquinas y me-
taloproteinasas de matriz. En los ultimos afos se ha observado que estas vias de
sefalizacion desempenan un papel importante en la inflamacion y en los procesos
destructivos que caracterizan a la AR ©11:512),

En este estudio se observé que 8 SNPs ubicados en 6 loci (CHUK, IKBKB, MyD88,
NFKBIA, TLR-2, TLR-4) presentaban una asociacion con el ADAS28 (P<5E-02) y 4
de estos loci (CHUK, IKBKB, MyD88, TLR-2) mas otros 5 loci adicionales (IRAK-
3, NFkB-2, NFkBIB, PTGS2,TLR-10/1/6) también presentaban una evidencia de
asociacion con el ADAS28 y/o la respuesta EULAR al tratamiento con anti-TNFa.
En nuestro estudio ninguno de estos /oci estaba asociado de forma significativa
con el ADAS28 o a la respuesta EULAR al tratamiento anti-TNFa en pacientes con
artritis reumatoide.
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CONCLUSION
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Las conclusiones del presente proyecto de tesis doctoral son:

1.- Se han identificado biomarcadores no genéticos asociados a la respu-
esta al tratamiento con terapias anti-TNFa en pacientes con artritis reuma-
toide. El nivel de estudios es un biomarcador epidemiolégico asociado de
forma significativa con la respuesta. El factor reumatoide y los anticuerpos
anti-CCP son biomarcadores serolégicos asociados de forma significativa con la
respuesta a determinadas terapias anti-TNFa.

2.- Se han identificado biomarcadores no genéticos asociados a la remision al
tratamiento con terapias anti-TNFa en pacientes con artritis reumatoide. El DAS28
a la semana basal es un biomarcador clinico asociado de forma significativa con
la remision.

3.- Se ha identificado un nuevo grupo de biomarcadores genéticos (i.e. SNPs)
asociados a la respuesta al tratamiento con terapias anti-TNFa en pacientes con
artritis reumatoide en poblacion espariola.

4.- Se ha estimado el poder de replicacion y el tamafio muestral necesario para el
estudio de validacion de los nuevos loci candidatos asociados a la respuesta al
tratamiento con terapias anti-TNFa en la artritis reumatoide.
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ANEXO 1. CONSENTIMIENTO INFORMADO

I MI D Titulo: Consentimiento Informado pacientes
proyecto IMID-Kit
BIObank Area aplicacion: Centros donantes IMID-Kit N° pagina: 1 de 3

Elaborado por: Raiil Tortosa Revisado por: Sara Marsal Aprobado por: Sara Marsal
Fecha: 17-05-2007 Fecha: 20-05-2007 Fecha: 01-06-2007

Documentos asociados:

Codigo: AD-001-V01

DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

7AYo 1= | T o T3 PP
NOMI DI i i e Fecha:.......oooiiiiiiiiiinnnn,

DONA’CIéN VOLUNTARIA DE SANGRE PERIFERICA PARA INVESTIGACION
BIOMEDICA

Finalidad del proyecto:

Para un adecuado avance en la investigacion biomédica sobre el estudio de las
enfermedades inflamatorias mediadas por mecanismos inmunes es necesario estudiar
muestras de ADN de individuos voluntarios para conocer cudl es la informacion
genética de estos pacientes y las alteraciones que influyen en su desarrollo.

El almacenamiento de estas muestras permitira a los cientificos disponer de
muestras para investigar: 1) qué genes influyen en el desarrollo de los diferentes
tipos de enfermedades inflamatorias mediadas por mecanismos inmunes o en la
proteccién frente a las mismas en la poblacidn, 2) cémo estan influenciadas por el
entorno en el que vive el individuo, y 3) qué genes influyen en la eficacia/ resistencia
a tratamientos especificos.

Toda la informacion personal que se recopile o genere en el estudio quedara

protegida de acuerdo con la legislacidn vigente.

Descripcion del proceso:

A) Se le informara sobre los objetivos del proyecto de investigacién para el que se
emplearan las muestras y se le respondera a las dudas que pueda plantear.

B) Debe proporcionar las muestras y los datos de forma totalmente voluntaria.

C) No percibird ninguna recompensa econdmica o de otro tipo por las muestras y
datos proporcionados y éstas no tendran valor comercial.

D) El no proporcionar su consentimiento, no tendra ninguna consecuencia en su
tratamiento clinico.

E) Aparte de las muestras requeridas para su diagnostico clinico, se le tomara un
volumen adicional de sangre venosa mediante una puncion en el brazo (la donacion
de sangre apenas tiene efectos secundarios; lo mas frecuente es la aparicion de
pequefios hematomas en la zona de puncidon que desaparecen transcurridos 1 o 2
dias). Se recogera también un pequefio volumen de orina.

F) Las muestras estaran codificadas de forma que la identidad del donante sera
anonima para los investigadores.
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Documentos asociados:

G) La titularidad de la custodia de sus muestras sera compartida por los
investigadores responsables del proyecto “Desarrollo de un Kit diagndstico para las
enfermedades inflamatorias mediadas por mecanismos inmunes (IMID-Kit)” del
Hospital Universitari Vall d’'Hebron y el Banco Nacional de ADN de la Universidad de
Salamanca.

H) A partir de las muestras de sangre donadas, por una parte se aislaran las células
contenidas en las mismas y se extraeran los acidos nucleicos sobre los que se
realizaran los analisis genéticos, y, por otra parte, se obtendra plasma. En algunos
casos se cultivaran células sanguineas para generar una fuente inagotable de ADN de
cada individuo sin necesidad de volver a extraer sangre. Los datos fenotipicos (p.ej.
enzimas hepaticas, inmunoglobulina, colesterol, etc.) obtenidos del analisis del
plasma se incorporaran al fichero de datos asociado a cada muestra. A partir de la
muestra de orina donada se valoraran concentraciones de metabolitos.

I) Los productos obtenidos de las muestras y los datos asociados a las mismas se
archivaran y quedaran custodiados, por un periodo minimo de cinco afios, en las
instalaciones del Hospital Universitari Vall d’Hebron, existiendo una réplica de las
mismas en el Banco Nacional de ADN.

J) Los productos obtenidos de las muestras y los datos asociados a las mismas
podran ser empleados posteriormente en estudios de Investigacion sobre
enfermedades inflamatorias de base autoinmune, nacionales o extranjeros, de
acuerdo con la legislacion vigente siempre que: 1) hayan sido considerados de interés
cientifico por el comité del proyecto “Desarrollo de un Kit diagndstico para las
enfermedades inflamatorias mediadas por mecanismos inmunes (IMID-Kit))” del
Hospital Universitari Vall d'Hebron, 2) que cumplan los requisitos establecidos por los
comités externos del Banco Nacional de ADN, Cientifico y de Expertos Asesores en
cuestiones Eticas, Econdmicas, Medio-ambientales, Juridicas y Sociales 3) o cualquier
otro Comité Etico de Investigacion Clinica acreditado.

K) Los analisis genéticos y fenotipicos realizados seran tratados estadisticamente,
exclusivamente para fines de investigacion biomédica de acuerdo a lo descrito
anteriormente.

M) La Dra. Sara Marsal, del Hospital Universitari Vall d’'Hebron, el Dr. Alberto Orfao,
Director Cientifico del Banco Nacional de ADN, responsables de la custodia de las
muestras y datos asociados a las mismas garantizaran que la identidad del donante
no sea accesible a los investigadores, cuando datos o muestras sean transferidas a
un investigador dentro de ese centro o de otro centro.

N) La informacion serd almacenada en soporte informatico. Los datos registrados
seran tratados estadisticamente, de forma codificada, para los fines de investigacion
cientifica que se describieron anteriormente.

0) En todo momento el donante tendra acceso a los datos registrados, siempre que
expresamente lo solicite.

P) Para todo lo no previsto en este documento, se aplicara la legislaciéon vigente sobre
proteccién de datos de caracter personal (Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre)
y cualquier otra que resultara aplicable.
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Documentos asociados:

Codigo: AD-001-VO1

DECLARACIONES Y FIRMAS

= Declaracion del donante:
He sido informado por el profesional de salud abajo mencionado:

— Sobre las ventajas e inconvenientes de este procedimiento.

- Sobre el lugar de obtencion, almacenamiento y el proceso que sufriran los
datos personales y las muestras.

- Sobre el fin para el que se utilizardn mis muestras y datos personales
(estudios genéticos, de salud publica o estadisticos, que cumplan todos los
requisitos que exige la ley).

- Que mis muestras y datos personales seran proporcionados de forma
codificada a los investigadores que trabajen con ellas.

— Que en cualquier momento puedo revocar mi consentimiento y solicitar la
eliminacion de mis datos personales y muestras que permanezcan
almacenadas en el Hospital Universitari Vall d'Hebron y en el Banco Nacional
de ADN de la Universidad de Salamanca.

— Que en cualquier momento puedo solicitar informacion genérica sobre los
estudios para los que se han utilizado mis muestras de sangre.

— Que tengo derecho de acceso a los datos personales asociados a mis
muestras.

— Que he comprendido la informacién recibida y he podido formular todas las
preguntas que he creido oportunas.

Accedo a que los médicos responsables de este estudio me contacten en el futuro en
caso de que se estime oportuno afadir nuevos datos a los recogidos.

O si
[ No

NOMDDIE: o e Firma: ..o,

= Declaracion del médico de que ha informado debidamente al donante.

[N\ [0 0 1 0] o/ =T Firma: ..o,

APARTADO PARA LA REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO

Y0, e revoco el consentimiento de
participacion en el estudio, arriba firmado, con fecha ................

Fecha de la revocacion...........ccc......

Firma:
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ANEXO 5. Nombre oficial de los genes asociados con la respuesta identificados en el

GWAS
Estrategia Gen Nombre oficial GenelD
ADAS28 GLT25D2 glycosytransferase 25 domain containing 2 23127
ADAS28 MRPS22 mitochondrial ribosomal protein S22 56945
ADAS28 FLJ30375 uncharacterized LOC440982 440982
ADAS28 SEMAS5A sema domain, seven thrombospondin repeats (type 1 and type 1-like), transmembrane domain 9037
(TM) and short cytoplasmic domain, (semaphorin) 5A
ADAS28 HTRIA 5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 1A, G protein-coupled 3350
ADAS28 IGFBP3 insulin-like growth factor binding protein 3 3486
ADAS28 C8orf86 chromosome 8 open reading frame 86 389649
ADAS28 HNF4G hepatocyte nuclear factor 4, gamma 3174
ADAS28 COL5A1 collagen, type V, alpha 1 1289
ADAS?28 TYRP1 tyrosinase-related protein 1 7306
ADAS28 MGMT 0-6-methylguanine-DNA methyltransferase 4255
ADAS28 AICF APOBECI complementation factor 29974
ADAS?28 OR8A1 olfactory receptor, family 8, subfamily A, member 1 390275
ADAS?28 MGST1 microsomal glutathione S-transferase 1 4257
ADAS28 EIF4B eukaryotic translation initiation factor 4B 1975
ADAS28 NPAS3 neuronal PAS domain protein 3 64067
ADAS?28 L0C729911 uncharacterized LOC729911 729911
ADAS?28 WDR72 WD repeat domain 72 256764
ADAS?28 ITGA3 integrin, alpha 3 (antigen CD49C, alpha 3 subunit of VLA-3 receptor) 3675
ADAS28 PAK7 p21 protein (Cdc42/Rac)-activated kinase 7 57144
ADAS28 MSRA methionine sulfoxide reductase A 4482
ADAS28 NLRP1 NLR family, pyrin domain containing 1 22861
ADAS28 IL6ST interleukin 6 signal transducer (gp130, oncostatin M receptor) 3572
ADAS28 IGFBP5 insulin-like growth factor binding protein 5 3488
ADAS28 HTR3A 5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 34, ionotropic 3359
ADAS28 MAP2K2 mitogen-activated protein kinase kinase 2 5605
ADAS28 CDK7 cyclin-dependent kinase 7 1022
ADAS28 CYP2C8 cytochrome P450, family 2, subfamily C, polypeptide 8 1558
ADAS28 GDNF glial cell derived neurotrophic factor 2668
ADAS28 CSF1 colony stimulating factor 1 (macrophage) 1435
ADAS28 HTR2A 5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 2A, G protein-coupled 3356
ADAS?28 CCDC125 coiled-coil domain containing 125 202243
EULAR CRIP1 cysteine-rich protein 1 (intestinal) 1396
EULAR ANKRD34B ankyrin repeat domain 34B 340120
EULAR TRIM25 tripartite motif containing 25 7706
EULAR NLRP3 NLR family, pyrin domain containing 3 114548
EULAR CSF3R colony stimulating factor 3 receptor (granulocyte) 1441
EULAR TANK TRAF family member-associated NFKB activator 10010
EULAR EMCN endomucin 51705
EULAR SLC22A5 solute carrier family 22 (organic cation/carnitine transporter), member 5 6584
EULAR TSLP thymic stromal lymphopoietin 85480
EULAR PIK3CG phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase, catalytic subunit gamma 5294
EULAR CYP7BI cytochrome P450, family 7, subfamily B, polypeptide 1 9420
EULAR PTK2B PTK2B protein tyrosine kinase 2 beta 2185
EULAR DLG5 discs, large homolog 5 (Drosophila) 9231
EULAR ADAM]12 ADAM metallopeptidase domain 12 8038
EULAR ETS1 v-ets erythroblastosis virus E26 oncogene homolog 1 (avian) 2113
EULAR MMPI matrix metallopeptidase 1 (interstitial collagenase) 4312
EULAR MMP3 matrix metallopeptidase 3 (stromelysin 1, progelatinase) 4314
EULAR CD44 CD44 molecule (Indian blood group) 960
EULAR DCC deleted in colorectal carcinoma 1630
ADAS28/EULAR SLC24A3 solute carrier family 24 (sodium/potassium/calcium exchanger), member 3 57419
ADAS28/EULAR RNF19B RiNg Finguer protein 19B Error
ADAS28/EULAR GLT25D2 glycosyltransferase 25 domain containing 2 23127
ADAS28/EULAR MRPS22 mitochondrial ribosomal protein S22 56945
ADAS28/EULAR ROBO2 roundabout, axon guidance receptor, homolog 2 (Drosophila) 6092
ADAS28/EULAR GRM7 glutamate receptor, metabotropic 7 2917
ADAS28/EULAR FI1 coagulation factor XI 2160
ADAS28/EULAR GALNTI17 UDP-N-acetyl-alpha-D-galactosamine:polypeptide N-acetylgalactosaminyltransferase-like 6 442117
ADAS28/EULAR DDX60L DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 60-like 91351
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ANEXO 5. Nombre oficial de los genes asociados con la respuesta identificados en el

GWAS

Estrategia Gen Nombre oficial GenelD
ADAS28/EULAR LHX2 LIM homeobox 2 9355
ADAS28/EULAR FGD3 FYVE, RhoGEF and PH domain containing 3 89846
ADAS28/EULAR EIF4B eukaryotic translation initiation factor 4B 1975
ADAS28/EULAR |ANKRD34C ankyrin repeat domain 34C 390616
ADAS28/EULAR ONECUTI one cut homeobox 1 3175
ADAS28/EULAR NLRPI NLR family, pyrin domain containing 1 22861
ADAS28/EULAR ZNF350 zinc finger protein 350 59348
ADAS28/EULAR NLRPI3 NLR family, pyrin domain containing 13 126204
ADAS28/EULAR |LINC00478 long intergenic non-protein coding RNA 478 388815
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ANEXO 6. Nombre oficial de los genes asociados con la respuesta identificados en el los
articulos publicados previamente

Articulo| Gen Nombre GenelD
Liu LMO4 LIM domain only 4 8543
Liu GBP6 guanylate binding protein family, member 6 163351
Liu LASS6 ceramide synthase 6 253782
Liu CENTDI1 ArfGAP with RhoGAP domain, ankyrin repeat and PH domain 2 116984
Liu QK1 QKI, KH domain containing, RNA binding 9444
Liu PON1 paraoxonase 1 5444
Liu PON1 paraoxonase 1 5444
Liu PON1 paraoxonase 1 5444
Liu IFNK interferon, kappa 56832
Liu MOBKL2B MOB kinase activator 3B 79817
Liu C9orf72 chromosome 9 open reading frame 72 203228
Liu MOBKL2B MOB kinase activator 3B 79817
Liu C9orf72 chromosome 9 open reading frame 72 203228
Liu MAFB v-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog B (avian) 9935
Liu CST5 cystatin D 1473
Liu MAFB v-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog B (avian) 9935

Plant LMXIA LIM homeobox transcription factor 1, alpha 4009
Plant PDZD2 PDZ domain containing 2 23037
Plant EYA4 eyes absent homolog 4 (Drosophila) 2070
Plant LOC387845 NotFound NotFound
Plant TEC transient erythroblastopenia of childhood 100124696
Plant LOC196188 NotFound NotFound
Plant MRPL42 mitochondrial ribosomal protein L42 64974
Cui PTPRC protein tyrosine phosphatase, receptor type, C 5788
Cui CD58 CD58 molecule 965
Cui PTPN22 protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 8 5779
Cui TNFRSF14 tumor necrosis factor receptor superfamily, member 14 8764
Cui REL v-rel reticuloendotheliosis viral oncogene homolog (avian) 5966
Cui CTLA4 celiac disease 3 317783
Cui CD28 celiac disease 3 317783
Cui STAT4 signal transducer and activator of transcription 4 6775
Cui PLCL2 phospholipase C-like 2 23228
Cui TNIP2 TNFAIP3 interacting protein 2 79155
Cui IL2-IL21 NotFound NotFound
Cui PRL prolactin 5617
Cui TNFAIP3 tumor necrosis factor, alpha-induced protein 3 7128
Cui PRDMI1 PR domain containing 1, with ZNF domain 11110
Cui HLA*0101 NotFound NotFound
Cui HLA-DQBI major histocompatibility complex, class II, DQ beta 2 3120
Cui HLA*0401 NotFound NotFound
Cui TAGAP reserved 94011
Cui HLA*DPBI major histocompatibility complex, class II, DP beta 1 3115
Cui TNFAIP3 tumor necrosis factor, alpha-induced protein 3 7128
Cui PODXL podocalyxin-like 5420
Cui CDK6 cyclin-dependent kinase 6 1021
Cui BLK B lymphoid tyrosine kinase 640
Cui CCL21 chemokine (C-C motif) ligand 21 6366
Cui TRAFI-C5 NotFound NotFound
Cui IL2RA interleukin 2 receptor, alpha 3559
Cui PRKCQ protein kinase C, theta 5588
Cui TRAF6 TNF receptor-associated factor 6, E3 ubiquitin protein ligase 7189
Cui CD40 CD40 molecule, TNF receptor superfamily member 5 958
Cui IL2RB interleukin 2 receptor, beta 3560
Potter CHUK conserved helix-loop-helix ubiquitous kinase 1147
Potter IRAK-3 interleukin-1 receptor-associated kinase 3 11213
Potter MyD88 myeloid differentiation primary response gene (88) 4615
Potter NFKBIB nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor, beta 4793
Potter PTGS2 prostaglandin-endoperoxide synthase 2 (prostaglandin G/H synthase and cyclooxygenase) 5743
Potter TLR-2 toll-like receptor 2 7097
Potter TLR-10/1/6 NotFound NotFound
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ANEXO 7. Centros e investigadores principales participantes en el proyecto PSE IMID-kit

Servicio de Reumatologia

Centro Ciudad Investigador Principal
Hospital Universitari Vall de Hebron, Barcelona Dra. Sara Marsal
Unitat de Recerca de Reumatologia
Fundacié Clinic per a la Recerca Biomédica, Barcelona Dr. Juan Caiiete
Servei de Reumatologia
Hospital Universitario Guadalajara, Guadalajara Dr. Jests Tornero
Servicio de Reumatologia
Hospital Juan Canalejo, Coruiia Dr. Francisco Blanco
Servicio de Reumatologia
Hospital del Mar, Barcelona Dr. Joan Maymoé
Servei de Reumatologia
Hospital Universitario Central de Asturias, Asturias Dr. Javier Ballina
Servicio de Reumatologia
Hospital Clinico San Carlos, Madrid Dr. Benjamin Fernandez
Servicio de Reumatologia
Hospital Universitari Germans Trias i Pujol, Badalona Dr. Alex Olivé
Servicio de Reumatologia
Hospital Regional Universitario Carlos Haya, Malaga Dr. Antonio Fernandez Nebro
Servicio de Reumatologia
Hospital Sant Rafael, Barcelona Dr. Isabel Rotes
Servicio de Reumatologia
Hospital Universitario La Princesa, Madrid Dr. Isidoro Gonzalez
Servicio de Reumatologia
Hospital comarcal Amposta, Amposta Dr. Carles Tomas
Servei de Reumatologia
Centro de Especialidades Inocencio Jiménez, Zaragoza Dra. Concepcién Delgado
Consulta de Reumatologia
Hospital Moises Broggi, Hospitalet Dr. Hector Corominas

de Llobregat
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