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1. INTRODUCCION

1.1. ARTRITIS REUMATOIDE

1.1.1. INTRODUCCION

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad inflamatoria, crénica, autoinmune y sistémica
de etiologia desconocida. Su principal érgano diana es la membrana sinovial y se caracteriza
por la inflamacién poliarticular y simétrica de pequeiias y grandes articulaciones, con posible
compromiso sistémico en cualquier momento de su evolucion (Mody GM 2008).

Desde las fases iniciales de la enfermedad, la artritis reumatoide afecta de manera significativa
las actividades diarias de las personas que la padecen. En la mayoria de los pacientes la
enfermedad presenta una evolucion crénica fluctuante que, en caso de no tratarse sigue un
curso progresivo, y ocasiona destruccién e incapacidad de las articulaciones afectadas (Scott et
al. 1987; Pincus et al. 1984; Isomaki 1992; Wolfe 1996). La destruccién articular afecta
directamente a las relaciones personales y sociales, a la actividad laboral y a la situacion
econdmica del individuo y su familia, y esta directamente relacionada con el incremento del
gasto y la aparicion de comorbilidad (Sherrer et al. 1986).

Aungue no existe propiamente un tratamiento de la enfermedad, los farmacos existentes en la
actualidad logran controlar la enfermedad en la mayoria de los pacientes, consiguiéndose un
buen control del dolor, frenan el dafio estructural articular, la aparicion de deformidades,

evitan el deterioro funcional y mejoran la calidad de vida.

1.1.2. EPIDEMIOLOGIA

Las tasas de incidencia son mayores en el norte de Europa y América en comparacién con el
sur de Europa. La incidencia total de AR, basdandose en los criterios diagndsticos del Colegio
Americano de Reumatologia (ACR) de 1987, es de un 25 por 100.000 habitantes. La incidencia
observada media en el norte de Europa es de 29 casos, en Norte América de 38 casos, y en el
sur de Europa de 16,5 casos por 100.000 habitantes (Alamanos, Voulgari, and Drosos 2006).

La prevalencia mundial de AR es del 0,3 al 1,2% (Silman AJ, Horchberg MC 1993). Del mismo
modo que sucede con la incidencia, en el norte de Europa y América del Norte se han descrito
mayores tasas de prevalencia, que van desde 0,4% a 1% en comparacion con el resto del
mundo. Espaiia tiene una prevalencia estimada del 0,5% (existen entre 150.000 y 200.000
pacientes con AR en Espafia) (Ballina et al. 2002). Las tasas de prevalencia en Africa y Asia

tienden a ser mas bajas, estdn entre 0,2% y 0,3%, con tasas mas altas en las zonas urbanas.
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Se han descrito altas tasas de prevalencia de AR en ciertos grupos de nativos americanos,
entre ellos el de Pima, Yakima, y Chippewa. Estas prevalencias no se han documentado en
otros nativos americanos, como las tribus Blackfoot y Haida (Mulero Mendoza et al. 2000).
Como la mayoria de enfermedades autoinmunes, la AR es mas prevalente en mujeres que en
hombres, con una relacién de 4:1 (Ballina et al. 2002) y tiene una mayor incidencia entre los 40
y 60 afios de edad (Hochberg and Spector 1990).

La tasa de mortalidad es 2 veces mayor en la poblacidn con AR que en el resto de la poblacién
(Gonzalez et al. 2007; Wolfe et al. 1994), y estas diferencias han ido en aumento durante las

Ultimas 4 décadas (Gonzalez et al. 2007).

1.1.3. ETIOPATOGENIA

La etiopatogenia de la AR es compleja, debido a la gran diversidad de mecanismos que actian
conjunta o secuencialmente. Esquematicamente se puede considerar que la AR es el resultado
de la interaccién de una carga genética y un antigeno desconocido, que desencadenan un

escenario inflamatorio sinovial que puede hacerse crénico (Figura 1).

Predisposicion genética Factores ambientales - LR ., ‘tica d
HLA/no HLA) (p.e, tabaquismo) igura 1. Representacion esquematica de

= = JBL los factores relevantes en el desarrollo

de la artritis Reumatoide. La interaccion

Pre-Artritis Reumatolde de varios determinantes genéticos vy

- ACPA (érespuesta inmune especifica a citrulina?) ambientales crea una situacién inmune
-FR? o .

- Alteradién de la tolerancia de los linfocitos T/8? adversa en el individuo predispuesto,
- Desregulacion de la sefializacion TLR/citocina? que puede incluir la produccién de ACPA.

No se sabe un mecanismo disparador
Fenomenodisparador
Inflamacion sinovial

( éMicrotraumatismos? \> sinovial, aunque probablemente
élnmuniddad innaa? y

B, iFactoresvasculares? / intervengan la inmunidad innata y luego
é ? . Ly -
W la interaccidon de factores genéticos vy

L, ) ambientales. Después se pone en
_ Productosdedegradacion

del cartilago marcha una cascada inflamatoria auto-

que dafa especificamente el tejido

o~ Complemento perpetuada que da lugar al fenotipo

clinico de la AR, reconocible aunque
o Citocinas
« heterogéneo. FR: Factor Reumatoide;
-

Quimiocinas HLA: antigeno leucocitario humano; TLR:

T Receptor tipo Toll.

células efectoras
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1.1.3.1 La base genética:

HLA y epitope compartido

La contribucién de la variacidon genética en la region del antigeno leucocitario humano (HLA)
fue reconocida por primera vez en 1978 (Huizinga et al. 2005). Actualmente hay descritos mas
de 20 alelos que estiman un tercio del riesgo de la carga genética de las AR seropositivas (Ollier
et al. 2001). La regidn HLA del cromosoma 6, es la region mas densa-gen del genoma de los
mamiferos, y desempefia un papel importante en el sistema inmunoldgico. Durante las Ultimas
4 décadas, muchos estudios genéticos han demostrado la importancia de la regién HLA en la
susceptibilidad a la AR. Se ha descrito una asociacién significativa con el HLADR4,
concretamente con los subtipos DRB1*0401, DRB1*0404, DRB1*0405 y DRB1*0408 y

presentar AR (Jawaheer and Gregersen 2002; Cornélis et al. 1998).

Con la llegada de la sofisticada tipificacidn de ADN para los alelos HLA-DRB1, se ha observado
gue no todos los alelos HLA-DR4 se asocian con AR y que diferentes alelos confieren riesgo de

AR en diferentes poblaciones étnicas (Milicic et al. 2002).

En 1987, Peter Gregersen y su equipo de trabajo propusieron una hipdtesis para estas
asociaciones complejas y diversas (Gregersen, Silver, and Winchester 1987). Ellos mostraron
que los alelos de riesgo de AR comparten similitudes en una secuencia de cinco aminodcidos
(Stewart et al. 2004; Smerdel et al. 2002) en la tercera regién hipervariable del gen HLA-DRB1
(70QRRAA74, 70QRRAA74, 70QRRAA74). Estas secuencias son importantes en el proceso de
reconocimiento antigénico, y por lo tanto existe la hipdtesis de que los alelos asociados con la
AR se unen a péptidos especificos, que a su vez facilita el desarrollo de las células T

autorreactivas. Estos alelos son conocidos como alelos "epitope compartido" (EC).

Aunque los alelos de susceptibilidad del EC se consideran a menudo como un grupo, la
susceptibilidad de presentar AR difiere entre los alelos DRB1 individualmente (Fernando et al.
2008). En general, los alelos DRB1 *0401 y *0405 exhiben un alto nivel de riesgo, con un riesgo
relativo de aproximadamente 3. Los alelos DRB1 *0101, *0404, *0901 y *1001 presentan un
riesgo relativo mds moderado en el rango de 1.5. Cada vez es mas claro que los alelos HLA-
DRB1 del EC influyen en gran medida el desarrollo de AR seropositiva (Irigoyen et al. 2005;
Huizinga et al. 2005) .
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Moléculas no- HLA

Los calculos basados en las tasas de concordancia entre gemelos monocigéticos y el haplotipo
HLA en hermanos, indican que los genes HLA aportan aproximadamente el 30% del riesgo
genético total para la AR (Seldin et al. 1999; Deighton et al. 1989). Esto deja un amplio margen
de otros genes fuera de la region HLA que pueden contribuir al riesgo de AR. Es probable que
el riesgo genético restante se distribuya entre muchos loci del genoma humano (Jawaheer and

Gregersen 2002).

A) PTPN22: Una variante en el gen PTPN22 que cambia una arginina por un triptéfano, fue el
primer gen asociado con AR, después del HLA. Esta modificacidn altera la unidn de la proteina
PTPN22 con una molécula de sefalizacidn intracelular que altera el umbral de activaciéon de las
células T (Vang et al. 2005; Begovich et al. 2004). Este mecanismo parece que predispone a la

autoinmunidad en general y a la AR con anticuerpos anticitrulina (ACPA) en particular.

B) PADI4: Se ha descrito una variante del gen PADI4 que codifica para una enzima que después
de la traduccidn sustituye una arginina por una citrulina. Esta variante tiene un papel
importante en la generacién de autoanticuerpos tipo ACPA. Se ha descrito un incremento en
el riesgo de AR en los portadores de una variante comuin de PADI4 en una cohorte asiatica
(Suzuki et al. 2003; Iwamoto et al. 2006). En poblacién de ascendencia europea, el mismo alelo
también se asocia con el riesgo de AR con una significacién menor (OR <1,10) (Plenge et al.

2005; lwamoto et al. 2006; Barton et al. 2004).

C) CTLA4: CTLA4 es un regulador negativo de la activacion de células T. La asociacidn entre
CTLA4 y la susceptibilidad a la autoinmunidad se confirmd inicialmente entre los pacientes con
diabetes tipo 1y la tiroiditis autoinmune (Ueda et al. 2003). Diferentes estudios han ampliado
estos resultados a la AR, donde la magnitud del efecto genético es reproducible pero modesta
(Lei et al. 2005; Plenge et al. 2005). Una vez mas, la asociacion es mas fuerte entre los

pacientes con AR de autoanticuerpos positivos.

D) STATA4: Se han identificado diferentes polimorfismos en el gen STAT4 como factor de riesgo
de desarrollar AR ACPA-positiva. El gen STAT4 codifica un factor de transcripcién que
interviene en la diferenciacién de los linfocitos T cooperadores de tipo 1 (Thl) y los Th17.
Remmers y colaboradores (Remmers et al. 2007) estudiaron polimorfismos de este gen vy
encontraron una asociacion con la AR en una muestra de 7500 pacientes. Estos resultados han

sido replicados en otros estudios (Martinez et al. 2008; Barton et al. 2008).
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E) TNFAIP3: TNFAIP3, también conocida como A20, es un potente inhibidor de la sefializacién
de NF-kappa B y es necesario para la terminacién de sefales inducida por TNF (Opipari,
Boguski, and Dixit 1990). Los niveles de TNF-a se incrementan en pacientes con AR, y la
inhibicion de TNF-a es un potente tratamiento de la AR grave (Elliott et al. 1994). Ademas, los
ratones que carecen de TNFAIP3 demuestran inflamacién crénica (E. G. Lee et al. 2000),
consistente con la pérdida de la funcidon de este gen que juega un papel en la autoinmunidad.
Aunque puede ser légico concluir que los alelos de riesgo RA alteran la expresiéon TNFAIP3, no

hay datos directos para apoyar esta afirmacién.

F) TRAF1: El TRAF-1 (factor 1 asociado al receptor del factor de necrosis tumoral) esta
involucrado en la sefializacién del TNFa a través del TNFR-1 y también en la via de NFkB en Ia
induccién de enfermedad. Diferentes grupos de trabajo han descrito una asociacion entre un
polimorfismos en TRAF1 y la susceptibilidad de padecer AR con anticuerpos anticitrulina
positivos (Fina A S Kurreeman et al. 2007; M. Chang et al. 2008; Zervou et al. 2008; F A S

Kurreeman et al. 2008; Barton et al. 2008).

1.1.3.2 El/Los factores hormonales

La accidn de factores hormonales podria considerarse como un factor de susceptibilidad para
el desarrollo de AR debido a su mayor prevalencia en mujeres, especialmente durante la etapa
fértil, y a la mejoria de la actividad de la enfermedad descrita durante la gestacién (Nelson et
al., 1993).

A partir de los resultados de varios estudios de casos y controles, la nuliparidad ha sido
sugerida como un factor de riesgo para padecer AR. Sin embargo, la asociacién es
inconsistente y en dos estudios de cohorte prospectivos esta hipdtesis no se ha confirmado
(Helibvaara et al. 1995; Hernandez Avila et al. 1990).

Hay pruebas de que el embarazo influye en el momento de aparicidon de la enfermedad. Un
estudio mostré que el riesgo de la AR de reciente comienzo se reduce durante el embarazo en
si, pero se incrementa en los 12 meses después del parto (Silman 2015). Este efecto fue mas
evidente después del primer embarazo.

Asimismo, datos recientes muestran que las mujeres que dan lactancia tienen un menor riesgo
para desarrollar AR (Pikwer et al. 2009). Un estudio prospectivo de Estados Unidos observé
que la lactancia materna durante mas de 12 meses se asocia con un menor riesgo de la ARy

que el riesgo disminuye al aumentar la duracién de la misma (Pikwer et al. 2009).
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La importancia del momento del embarazo para el inicio y la gravedad de la AR sugiere una
contribucion de los factores hormonales. Las mujeres con AR tienen una deficiencia relativa de
andrdégenos, con menores concentraciones de testosterona y dehidroepiandrosterona (Masi,
Chatterton, and Aldag 1999); sin embargo, esta asociacidon no ha sido confirmada en estudios
posteriores (Elizabeth W Karlson et al. 2009).

El uso de hormonas exdgenas (anticonceptivos orales) también ha sido estudiado pero con
resultados contradictorios. En la mayoria de los estudios, el uso de anticonceptivos orales se
ha demostrado que disminuye el riesgo de la AR (Allebeck et al. 1984; Brennan et al. 1997;
Doran et al. 2004); sin embargo, otros no muestran esta asociacion (Hannaford, Kay, and
Hirsch 1990; Deighton, Sykes, and Walker 1993). En un meta-analisis de estos datos se
concluye que el uso de la pildora anticonceptiva oral no tiene influencia en el riesgo global de
padecer AR, pero si que puede retrasar la aparicion de la enfermedad (Spector and Hochberg

1990).

1.1.3.3 Las infecciones

Se ha intentado implicar a diferentes agentes infecciosos en la patogenia de la AR dada la
mayor frecuencia de serologias virales positivas en estos pacientes. Como hipétesis para
explicar esta teoria se ha propuesto la activacion repetida de la inmunidad innata a través de
los receptores toll-like (TLRs) o el mimetismo molecular. Sin embargo en los estudios
publicados no se han obtenido resultados concluyentes (Roudier et al. 1988; Schrijver et al.
2000). Probablemente estos agentes infecciosos en un contexto de predisposicién genética y
conjuntamente con otros factores de riesgo, puedan tener alguna implicacion en la
etiopatogenia de la enfermedad.

En distintos trabajos se ha estudiado el papel de diferentes gérmenes en la etiopatogenia de la
AR: el Virus Epstein Bar, el retrovirus, la rubeola, el parvovirus B19, micobacterias,
micoplasmas o determinadas bacterias entéricas o cutaneas (Schrijver et al. 2000; Scher and
Abramson 2011; Roudier et al. 1988). Uno de los gérmenes que recientemente ha sido
estudiado por su mayor prevalencia en pacientes con AR es el causante de la periodontitis, la
Porphyromonas gingivalis (de Pablo, Dietrich, and McAlindon 2008). Esta bacteria es capaz de
producir péptidos citrulinados in vivo, lo que apoya a la teoria de que en pacientes con
periodontitis secundaria a ésta bacteria que sean portadores del EC, se promueve la formacion

de anticuerpos ACPA, y esto puede contribuir en el desarrollo de la AR.
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1.1.3.4 El tabaquismo

Multiples estudios (Hazes et al. 1990; Hernandez Avila et al. 1990; Symmons et al. 1997; E W
Karlson et al. 1999) han relacionado el efecto del tabaco con el desarrollo de la AR, y su
interaccion con factores genéticos, el EC vy los autoanticuerpos. Existe la hipdtesis de que este
mayor riesgo de padecer AR en pacientes con hdbito tabaquico y EC podria deberse a la
citrulinacion de proteinas en tejidos inflamados. Un estudio publicado el afio 2006 (Klareskog
et al. 2006), encuentra asociacién entre presentar el EC, ser portador de ACPAs y ser fumador.

Sin embargo, los resultados de los estudios sobre la relaciéon del tabaquismo con la gravedad
de la enfermedad son ambiguos. En varios estudios transversales se han encontrado
asociaciones significativas entre el tabaquismo vy las lesiones articulares en las radiografias, la
actividad de la enfermedad y la respuesta al tratamiento. En otros estudios no se ha
encontrado el efecto del tabaquismo actual o antiguo, lo que apuntaria al papel mas relevante

del tabaquismo en el inicio de la AR que en la perpetuacién del proceso erosivo articular.

1.1.3.5 El nivel socioeconémico y la ocupacién

Los datos con respecto a la asociacién entre la situacidon socioecondmica y la AR son variados.
Los estudios mas recientes demuestran una asociacion inversa entre el nivel socioeconédmico
medido por la educacion y la clase ocupacional y el riesgo de AR (Bengtsson et al. 2005). Se ha
descrito un riesgo dos veces inferior de padecer AR en individuos con mayor grado de
educaciéon en comparacién con aquellos que tienen un nivel mas bajo. Estos resultados
concuerdan con un estudio basado en la poblacidn de Suecia, donde el riesgo de AR en sujetos
sin titulos universitarios era 40% mayor en comparacién con los que tenian titulos
universitarios. Para los sujetos cuya ocupacidén requiere trabajo manual, el riesgo fue 20%

mayor que el de los trabajadores no manuales (Bengtsson et al. 2005).

1.1.3.6 Los autoanticuerpos

Anticuerpos anticitrulina

Se ha descrito que la interaccidn de factores ambientales junto con la susceptibilidad genética
personal puede conducir a modificaciones post-traduccionales en diferentes proteinas, como
la llamada citrulinacién (Mcinnes and Schett 2012). La citrulinacién se caracteriza por la
conversion de un residuo de arginina a citrulina, catalizada por la enzima peptidil arginina
desaminasa (PAD). Se conocen 5 isoformas de PAD. La expresién de PAD4 se asocia con el

desarrollo de manifestaciones clinicas en AR (Nielen et al. 2004; X. Chang et al. 2005).

19



Asimismo, se ha demostrado que la presencia de anticuerpos contra proteinas citrulinadas,
junto con la expresiéon de PAD4, preceden a la aparicién de la inflamaciéon y la formacién de
moléculas de adhesién en la sinovial, lo que indica que tal vez se requiere un "segundo
estimulo" para involucrar la membrana sinovial en la AR (Nielen et al. 2004). Se ha descrito
incluso, que la aparicion de factor reumatoide (FR) y ACPA puede preceder al desarrollo clinico

de AR hasta en unos 15 afios (Majka et al. 2008).

Factor reumatoide

El factor reumatoide (FR) consiste en anticuerpos dirigidos contra la fraccion constante (Fc) de
la inmunoglobulina IgG humana (Chen, Fong, and Carson 1987). Es el sello distintivo de la ARy
se pueden detectar entre el 60 y el 80% de los pacientes (Chen, Fong, and Carson 1987). El FR
se incluyd en los criterios de laboratorio 1987 por la American Rheumatism Association (ARA).
Sin embargo, el FR no es especifico para la AR y se encuentra en otras enfermedades
reumadticas, otros trastornos inflamatorios cronicos, infecciones e incluso en personas sanas
(Aho, Palusuo, and Kurki 1994; Lane and Gravel 2002). La sensibilidad para el factor
reumatoide en la AR varia desde el 19 hasta 53% y la variacion en la especificidad es del 91,7 a
98,6% (Nakamura 2000). El FR se utiliza para el diagndstico y prondstico de la AR y varios
estudios han demostrado que se correlaciona con resultados radiograficos (Nakamura 2000;
Emery 1997; Goronzy et al. 2004; Tedesco et al. 2009). Su valor predictivo depende de la etapa
de la enfermedad (Aho, Palusuo, and Kurki 1994; Emery 1997; Valdimarsson and Jonsson
1996). Por lo tanto, en las primeras etapas de la AR, la positividad del FR se asocia con
enfermedad mas activa y el desarrollo de erosiones. Sin embargo, en fases posteriores de la

enfermedad, predice menos la progresién posterior (Nakamura 2000; Emery 1997).

1.1.4. ANATOMIA PATOLOGICA

La membrana sinovial de las articulaciones, esta formada por tejido conectivo constituido por
algunas células, adipocitos, fibroblastos y capilares aislados; esporadicamente se pueden
encontrar infiltrados algin macroéfagos o linfocitos, pero en nimero muy bajo. La cara interna
de la membrana sinovial, la que estd en contacto con la cavidad, estd formada por una
pequefia capa avascular de células llamadas sinoviocitos. Los sinoviocitos se pueden clasificar
en los de tipo A, con caracteristicas parecidas a los macroéfagos; y los tipo B, con caracteristicas
parecidas a los fibroblastos (Edwards et al. 1982).

El tejido sinovial de los pacientes con AR tiene una estructura y caracteristicas muy diferentes

al tejido normal. En la AR, destaca el edema y la proliferaciéon del tejido sinovial que forma
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copiosos pliegues y vellosidades (Klippel JH, Dieppe PA 1994). Este aumento de volumen esta
generado por la hiperplasia de los sinoviocitos, la angiogénesis y la migracidon de células
inflamatorias a la membrana sinovial.

Segun el tiempo de evolucidn de la AR, las caracteristicas de la membrana sinovial pueden
modificarse. Inicialmente predomina el edema intersticial y la angiogénesis, con una
infiltracién leucocitaria y la hiperplasia sinovial menos marcadas. Con el tiempo,
probablemente debido a la proliferacion de los sinoviocitos, aumenta la hiperplasia de
sinoviocitos, pudiendo estar formada hasta por mas de diez capas; asimismo, aumenta
también el infiltrado inflamatorio formado por linfocitos T y B, células plasmaticas vy
macroéfagos (Figura 2).

Se ha descrito también, aunque es muy poco frecuente, una fibrosis de la membrana sinovial a
expensas de una proliferacién de fibroblastos con un escaso infiltrado inflamatorio, sobretodo

en AR de larga evolucion (Klippel JH, Dieppe PA 1994).

Figura 2. Biopsia sinovial en Artritis
Reumatoide: a) Proliferacion de los
sinoviocitos que recubren la membrana
sinovial (triangulo blanco), infiltrado
inflamatorio perivascular (flecha negra).
HE tincién X100; b) Necrosis fibrinoide
(flecha negra) de los sinoviocitos. Tincidn
HE, X200; c) Empaladiza de sinoviocitos
formando mas de 6 capas (flecha negra).
Tincién ing, X200; d) Fibroblastos
sinoviales (flecha negra), tincién HE,
X200. Imagen extraida del articulo: Rosu,
et al. J Med Life. 2008 Jul-Sep;1(3):287-94

1.1.5. FISIOPATOLOGIA

La AR se caracteriza por una reaccion inflamatoria en la membrana sinovial que puede hacerse
cronica y provocar la destruccidn del cartilago y huesos articulares (Arend 1997; Sewell and
Trentham 1993; Koopman WJ 1996).

Los factores etioldgicos de la AR son poco conocidos. La angiogénesis es una de las primeras
reacciones que se observa en la sinovia inflamada, la cual es imprescindible para la formacion
de nuevo tejido (Szekanecz and Koch 2010). Asimismo, a parte de la hiperplasia sinovial, se

observa un aumento de liquido sinovial, lo que provoca un aumento de presién que contribuye
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a la situacidn de hipoxia tisular. Dicha hipoxia, producirda un aumento de transcripcion del
factor de hipoxia inducible-1 y consecuentemente del factor de crecimiento endotelial y de sus
receptores. Mientras se va produciendo el mecanismo de angiogénesis se produce también un
fenédmeno de migracién celular gracias a la activacién y expresion de moléculas de adhesién
como E-selectina y a moléculas de adhesidn intercelular endotelial y vascular (ICAM o VCAM)
(Mcinnes and Schett 2012; van de Sande et al. 2011). La activacidn de estas moléculas de
adhesidn, permiten la diapédesis y la infiltracidn de diversas células inflamatorias, como los
linfocitos Th17, células dendriticas, macrdfagos vy linfocitos B a la membrana sinovial (Miossec,
Korn, and Kuchroo 2009).

La angiogénesis, liberacion de citoquinas, factores de crecimiento, moléculas de sefializacion
intracelular y la migracién celular junto con factores subyacentes asociados con la activacion
inmune, implican a las via inmunitaria adaptativa e innata y conducen a la activacion en

cascada de la misma y a la destruccion articular (Mcinnes and Schett 2012) (Figura 3).

- Linfocitos T
El 30-50 por ciento de las células de la membrana sinovial son linfocitos T, las células
mononucleares mas abundantes. La mayoria son del tipo CD4+, y éstos pueden distribuirse de

diferentes maneras en la membrana sinovial.

Las células T requieren de dos sefales de activacion. La primera sefial es la unién antigeno-
especifica, y la segunda sefial o sefial co-estimuladora, se caracteriza por la interaccién de los
receptores CD80/86 en la células dendriticas y el CD28 en la célula T (Mcinnes and Schett
2012; Huppa and Davis 2003). El bloqueo de la sefial co-estimuladora a través de la inhibicion
competitiva de CD80/86 previene la activacion de células T y de sus efectos secundarios
(produccion de inmunoglobulinas, activacién de monocitos y diferenciacion de las células
dendriticas). Cuando se produce la activacién de las células T, las células T helper (Th: ThO, Th1,
Th17) son reclutadas. La mayoria de las células T CD4+, se clasifican en los subtipos Thly Th2.
En condiciones normales, los Thl segregan interferon-y (IFN-y) como defensa frente a las
bacterias intracelulares y; la secrecion de la interleucina-4 (IL-4) por parte de los Th2 combate
a los parasitos extracelulares. Recientemente se han comenzado a caracterizar
adecuadamente dos nuevos subtipos de linfocitos CD4: los Th17 vy los linfocitos reguladores

(Tr).

Hoy en dia se piensa que los linfocitos Th17 intervienen significativamente en la inflamacién
autoinmune. La diferenciacién de este tipo celular requiere de diferentes citoquinas como

TGF-B, IL-1B, IL-6, IL-21 e IL-23, secretadas por las células dendriticas y macréfagos reclutados.
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Los Th 17 pueden producir IL-17A, IL-17F, IL-6, IL-21, IL-22, TNF-a y factor estimulante de
colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF). La IL-17A trabaja con TNF-a para promover la
activacion de fibroblastos y condrocitos, y conjuntamente con otras citoquinas pro-
inflamatorias, como la IL-1 o el TNF-a estimulan la aparicion y activacion de los osteoclastos
que seran responsables de las erosiones tipicas de la AR (Schett 2007). La IL-17 tiene efectos
pleotrdpicos y actua sobre gran variedad de tipos celulares. La IL-17 perpetua la inflamacidn
local y promueve la angiogénesis, la osteoclastogénesis y, en ultimo extremo, la destruccion

del cartilago y el hueso.

- Linfocitos B vy células plasmaticas.

En el tejido sinovial de los pacientes con AR, conjuntamente con las células T y algunas células
plasmaticas, también podemos encontrar linfocitos B en forma de agregados (Tak et al. 1997;
Klippel JH, Dieppe PA 1994). En los ultimos afios se ha reconocido la importancia de los
linfocitos B en la patogenia de la AR. Con frecuencia los autoanticuerpos circulantes preceden
al inicio de la AR, implican la activacién inicial de los linfocitos B y su diferenciacion a células
plasmaticas. Lejos de ser simplemente fabricantes de anticuerpos, cada vez es mas patente
que los linfocitos B intervienen en muchas facetas de la respuesta inmune: incluyen la
presentacion de antigenos a las células T, la estimulacién de los fibroblastos sinoviales a través
de la secrecién de citoquinas (por ejemplo, linfotoxina-p [Lt-B] y TNF) y, el reclutamiento de las
células dendriticas. Ademas, los linfocitos B, también participan en la linfoangiogénesis y la

neogénesis (Calero, Nieto, and Sanz 2010; Lemoine et al. 2009; Isaacs 2010).

Las células plasmaticas también estan involucradas en la produccién de autoanticuerpos, la
presentacién autoantigeno, y la produccion de citoquinas incluidas IL-6, TNF-a, y Lt-B (Mcinnes

and Schett 2012; Rasheed and Haqqi 2008).

- Citoquinas inflamatorias

Las citosinas inflamatorias son mediadores de enfermedad activa, potencian el reclutamiento
y la activacién del sistema inmune adaptativo e inducen la secrecidn por parte de los
fibroblastos sinoviales de metamieloproteasas que degradan el cartilago. Los pacientes con
artritis de inicio (sintomas de menos de 3 meses de duracidn) que evolucionan a AR muestran
un perfil de citocinas en la membrana sinovial diferente de los pacientes en estado de remision
clinica o que presentan otras artropatias. Los pacientes propensos a desarrollar AR muestran
altas concentraciones de las citocinas IL-1, IL-4 e IL-13, IL-17 segregadas por los linfocitos Ty

de las células estromales y EGF, B-FGF, IL-1 e IL-15 procedentes de los macrofagos.
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- Células dendriticas

Las células dendriticas actian como células presentadores de antigenos en el liquido y en la
membrana sinovial. La membrana sinovial estd infiltrada por diversos tipos de células
inflamatorias, que en ultima instancia trabajan juntos para causar destruccidén (Mcinnes and
Schett 2012). Las células dendriticas expresan citoquinas, moléculas HLA de clase Il y moléculas
coestimuladoras (CD80/86), y estan involucrados en la presentaciéon del antigeno para la
activacion de células T.

Existe la hipdtesis de que las células dendriticas podrian entrar en contacto con diferentes
antigenos en la sinovia y dirigirse a los tejidos linfoides secundarios. Mediante estas acciones

podrian participar asi en el desarrollo de la AR (Thomas and Lipsky 1996).

- Células del sistema inmune innato,

Las células del sistema inmune innato (macréfagos, mastocitos, y células “natural killers”)
también son importantes en la fisiopatologia de la inflamacidn sinovial en la AR. La maduracién
de macréfagos estd mediada por factor estimulante de colonias granulocitos y de granulocitos
y macréfagos (G-CSF y GM-CSF). Los macréfagos son activados por TLRs y por “NOD-like
receptors” (NLRs) y secretan diferentes citoquinas (TNF-a, IL-1, IL-6, IL-12, IL-15, IL-18, IL-23)
gue estan involucradas en la liberacién de enzimas de degradacién de la matriz, la fagocitosis y
la presentacion de antigenos. Los fibroblastos sinoviales son inicialmente activados por el
microambiente local y posteriormente adquieren un fenotipo pseudomaligno al expresar
niveles alterados de citoquinas, quimiocinas, moléculas de adhesién, metaloproteinasas de la
matriz, e inhibidores tisulares de metaloproteinasa, que median el proceso inflamatorio

crénico y catalizan la destruccién articular (S. K. Chang, Gu, and Brenner 2010).

Asimismo existen otras vias de transduccidn de sefiales intracelulares involucrados en la
patogénesis de la AR y que contribuyen en la respuesta inflamatoria, como la via de Janus
quinasa (JAK), proteinas quinasas activada por mitégeno (MAPKs), c-Jun N-terminal quinasa ,
factor nuclear kB (NF-kB), y del receptor activador del factor nuclear kappa-B ligando (RANKL)
(Mcinnes and Schett 2012; Rasheed and Haqgi 2008). Ademas, se ha descrito que RANKL y el
factor estimulante de colonias de macroéfagos promueven la diferenciacién de los osteoclastos

y la invasién del cartilago articular (Mcinnes and Schett 2012).

La etiopatogenia de la hiperplasia sinovial resultante no se conoce por completo, pero se sabe

que estos fibroblastos sinoviales contribuyen en la destruccién local del cartilago, en la
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inflamacidn sinovial, y en la supervivencia de las células Ty B. Ademas, son resistentes a la
apoptosis, posiblemente a través de mutaciones del gen supresor tumoral P53, la modulacidn
del reticulo endoplasmico, y la activacion inducida por citoquinas de NF-kappaPB, que favorece

la supervivencia de éstos sinoviocitos en presencia del ligando del TNF-a receptor.

Desencadenantesde la
inmunidad innata

Articulaciones

asos sanguineos

i Activacion de lascélulas

endoteliales

Activacion del
complemento

Frocesos de destruccion tisular
[condrocitos,

fibroblastos, sinoviocitos)

11-1, RANKL,
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Figura 3. Fisiopatologia de la artritis reumatoide. Las interacciones de coestimulacion
dependiente de entre las células dendriticas, células T y células B, ocurren principalmente en
el ganglio linfatico; estas interacciones provocan una respuesta autoinmune que promueve la
citrulinacion de proteinas propias. En la membrana sinovial y la médula 6sea adyacente, las
vias inmunitarias innata y adaptatativa se integran para promover la remodelacion de tejidos y
dafios. Bucles de retroalimentacidn positivos mediados por las interacciones entre leucocitos,
fibroblastos sinoviales, condrocitos, y los osteoclastos, junto con los productos del dafio
molecular,conducen hacia la fase crénica de la patogénesis en la artritis reumatoide. Tef:
Linfocitos T efectores, B:Linfocitios B, Th: Linfocitos T helper, M:Macréfagos, N:Neutrdfilos,
ACPA:Anticuerpos anti citrulina, CD:Célula dendritica. Imagen adapatada del articulo: Luros et
al, Immunology 2002;103:407-416.

1.1.6. MANIFESTACIONES CLINICAS

El inicio de la AR suele ser insidioso. El dolor, la rigidez matutina, y la inflamacién poliarticular
son los sintomas predominantes (D. M. Lee and Weinblatt 2001). Tipicamente, afecta a las
articulaciones metacarpofalangicas, interfaldngicas proximales de los dedos, las mufiecas y la
articulaciones metatarsofalangica de los pies. Otras articulaciones sinoviales de los miembros
superiores e inferiores, como los codos, hombros, tobillos y rodillas, también estan

comunmente afectados (Fleming, Crown, and Corbett 1976; Jacoby, Jayson, and Cosh 1973).
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Una caracteristica comun de las personas con AR activa es la rigidez matutina, que se puede
definir como "la lentitud o dificultad para mover las articulaciones al levantarse de la cama o
después de permanecer en una posicién demasiado tiempo, que afecta a ambos lados del
cuerpo y mejora con el movimiento" (Lineker et al. 1999). La rigidez matutina que dura mas de
una hora refleja la gravedad de la inflamacién articular. A pesar de que ocurre rara vez en
enfermedades distintas de la AR, la rigidez matutina, o rigidez después de cualquier periodo
prolongado de inactividad, también se ha descrito en otras artropatias inflamatorias (Edworthy

1999).

En algunos pacientes el inicio de la AR puede ser episddico, con una a varias articulaciones
afectadas de forma secuencial durante horas o dias,que pueden alternar con periodos sin
sintomas. Este patrén episddico se conoce como "reumatismo palindrémico" (Maksymowych
et al. 2002). Segun los estudios publicados, la proporcidon de pacientes con reumatismo
palindromico que desarrollaran AR varia entre el 30 y el 60% (Koskinen, Hannonen, and Sokka
2009; Maksymowych et al. 2002). Se ha sugerido que la presencia de ACPA puede predecir la

progresion del reumatismo palindrémico a AR (Gonzalez-Lopez et al. 2000).

Con menor frecuencia, la AR también puede debutar como una monoartritis crénica que
afecta a una articulacion grande, como la mufieca, la rodilla, el hombro, la cadera o el tobillo.
El intervalo entre monoartritis y poliartritis puede extenderse desde dias a varias semanas en

pacientes cuya enfermedad progresa.

Una proporcidn de pacientes presentan sintomas extraarticulares persistentes que pueden
preceder a la aparicion de la poliartritis. Los sintomas extraarticulares incluyen: dolor
generalizado, rigidez, sintomas del sindrome del tunel carpiano bilateral, pérdida de peso,
depresion, y fatiga (simulando sindrome de fatiga crdénica). Asimismo, con menor frecuencia,

los pacientes pueden presentar enfermedad extraarticular en ausencia de artritis clinica.

1.1.6.1 Enfermedad articular

Son frecuentes el dolor y la inflamacidn de las articulaciones, especialmente de las pequefias
articulaciones de las manos, mufiecas y dorso de pies, aunque todas las articulaciones
periféricas y, en menor medida, las articulaciones mas proximales de las extremidades pueden
estar afectadas. El esqueleto axial generalmente no esta involucrado, a excepcion de columna
cervical, donde la enfermedad grave puede causar grave compromiso neurolégico,

generalmente en pacientes con enfermedad de larga evolucidn. Los pacientes con enfermedad
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mal controlada suelen experimentar un dafo articular progresivo, lo que puede provocar

deformidades articulares significativas y funcionales.

La caracteristica clave de la inflamacidn inicial es el dolor e inflamacién de las articulaciones
afectadas. La inflamacidn se demuestra por sensibilidad local a la presidon aplicada sobre la
articulacién o por el dolor al mover la misma. El aumento de volumen puede ser debido a la
hipertrofia o al derrame sinovial asociado. Las deformidades articulares caracteristicas son
manifestaciones tardias de la enfermedad que resultan de las tensiones fisicas y dafios en la

anatomia local del articulaciones afectadas.

La AR afecta las articulaciones periféricas en casi todos los pacientes. La participacion axial y de
articulaciones centrales son menos frecuente y ocurre del 20 al 50% de los pacientes; tales
articulaciones incluyen las articualciones facetarias y atlantoaxoideas del cuello; Ia
acromioclavicular (Lehtinen et al. 1999), esternoclavicular, temporomandibular, articulaciones

cricoaritenoides, hombros y las caderas.

La implicacion simétrica de las articulaciones es un rasgo caracteristico, aunque esto puede ser
menos aparente en la enfermedad temprana. Asimismo, la deformidad articular en ocasiones
puede ser asimétrica, dato que puede ser atribuido a un aumento de dafio estructural en las
articulaciones relacionadas con el uso excesivo de la extremidad dominante. Las deformidades
articulares caracteristicas aparecen en la AR crénica mas establecida o tardia, e incluyen la

desviacidn cubital , los dedos en “cuello cisne” y en “Boutonniere” (Figura 4).

Figura 4. Fotografia de las manos de un
paciente con AR de afios de evolucion.
Observese la desviacion cubital de las
articulaciones metacarpofaldngicas.

La clinica articular puede ir asociada a disminucién de la fuerza de agarre, edema con févea en

el dorso de la mano y sindrome del tunel carpiano.
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1.1.6.2 Manifestaciones extraarticulares

La mayoria de pacientes con manifestaciones extraarticulares tienen una enfermedad grave y
de larga evolucion. Las manifestaciones extraarticulares incluyen: anemia, fatiga, nédulos
subcutéaneos ("reumatoides"), vasculitis, pleuropericarditis, esplenomegalia, sindrome de
Sjogren, y otros. Asimismo, los sintomas y hallazgos de manifestaciones las sistémicas pueden

incluir dolor generalizado, rigidez, pérdida de peso, depresion y fatiga.

1.1.7. HALLAZGOS DE LABORATORIO

En la sangre periférica y el liquido sinovial de los pacientes con AR podemos objetivar
diferentes alteraciones que reflejan la presencia de la inflamacidn sistémica, intraarticular y las
caracteristicas autoinmunes de la enfermedad; éstos hallazgos incluyen el liquido articular
inflamatorio, la anemia caracteristica de trastornos crénicos, la presencia FR y de ACPA, y la
evidencia de reactantes de fase aguda que tiende a correlacionarse con el grado de actividad

de la enfermedad.

El examen del liquido sinovial en las articulaciones afectadas por AR suele revelar un derrame
tipo inflamatorio, con un recuento de leucocitos entre 1.500 y 25.000/mm? que se caracteriza
por un predominio de células polimorfonucleares (Dougados 1996). En la enfermedad muy
activa puede observarse recuentos célulares de mds de 25.000 células, pero niveles superiores
de 25.000 deben alertar al clinico de la posibilidad de una infeccidn coexistente (Kortekangas
et al. 1992; Krey and Bailen 1979). Otros hallazgos adicionales en el estudio del liquido sinovial
son niveles bajos de glucosa, de C3 y de complemento C4, pero estas pruebas generalmente

no se obtienen en la practica clinica, ya que rara vez son utiles.

Las alteraciones hematoldgicas mds comunes asociados con la enfermedad activa incluyen:
anemia de trastornos crénicos, trombocitosis, y ocasionalmente una leucocitosis leve.
Asimismo, se ha descrito un aumento del riesgo de enfermedad linfoproliferativa, incluyendo

de linfoma no Hodgkin.

Cerca del 75 a 80 % de los pacientes con AR presentan FR, ACPA, o ambos en sangre periférica.
La presencia de los anticuerpos tiene implicaciones diagndsticas, terapéuticas y prondsticas.

Alrededor de un cuarto a un tercio de los pacientes tienen anticuerpos antinucleares positivos.
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Los reactantes de fase aguda como la velocidad de sedimentacion globular (VSG) y los niveles
de proteina C reactiva (PCR), estdn generalmente elevados en los pacientes con enfermedad

activa, y el grado de elevacion se suele correlacionar con la actividad de la enfermedad.

1.1.8. DIAGNOSTICO. CRITERIOS CLASIFICATORIOS

La AR no dispone de criterios de diagndstico como tal. Sin embargo existen diferentes criterios
clasificatorios que ayudan al clinico en el diagndstico. El objetivo de los criterios clasificatorios
es poder discriminar de forma estandarizada en una poblacién de personas con sinovitis
indiferenciada cudl es el subgrupo que con mayor probabilidad va a desarrollar una AR erosiva
y persistente, con el fin de ser incluida en ensayos clinicos u otros estudios que necesiten
criterios uniformes. Sin embargo, un especialista puede diagnosticar AR a un paciente aunque

no cumpla criterios o tenga manifestaciones no incluidas en los mismos.

Hasta hace relativamente poco tiempo, los criterios clasificatorios mas utilizados han sido los
criterios del Colegio Americano de Reumatologia (ACR) publicados el afio 1987. Actualmente
los criterios que se utilizan son los criterios de clasificacién de la Liga Europea contra el
Reumatismo y el Colegio Americano de Reumatologia (EULAR/ACR) publicados el afio 2010
(Aletaha, Neogi, Silman, Funovits, Felson, Bingham, Birnbaum, Burmester, Bykerk, Cohen,
Combe, Costenbader, Dougados, Emery, Ferraccioli, Hazes, Hobbs, Huizinga, Kavanaugh, Kay,
Kvien, Laing, Mease, Ménard, Moreland, Naden, Pincus, Smolen, Stanislawska-Biernat,

Symmons, Tak, Upchurch, Vencovsky, et al. 2010).

Previamente, en 1987, la ACR publicé un conjunto de criterios basados en su capacidad para
diferenciar entre pacientes con AR establecida y pacientes con otras enfermedades reumaticas
de similar duracion (artrosis, lupus eritematoso sistémico, fibromialgia y otras) (Arnett et al.
1988) (Tabla 1). Estos criterios fueron bien aceptados como punto de partida para la definicion
de la enfermedad, y para intentar discriminar pacientes con AR establecida de aquellos que
padecian otra enfermedad reumatica; sin embargo, fueron criticados por su poca sensibilidad
para diagnosticar AR en estadios precoces, precisamente el momento en el que los pacientes
se pueden beneficiar mas del tratamiento. Motivo por el cual el afio 2010, ACR y EULAR
organizaron un grupo de trabajo conjunto con el fin de desarrollar unos nuevos criterios para
identificar a los pacientes en estadios iniciales de la enfermedad (Aletaha, Neogi, Silman,
Funovits, Felson, Bingham, Birnbaum, Burmester, Bykerk, Cohen, Combe, Costenbader,

Dougados, Emery, Ferraccioli, Hazes, Hobbs, Huizinga, Kavanaugh, Kay, Kvien, Laing, Mease,
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Ménard, Moreland, Naden, Pincus, Smolen, Stanislawska-Biernat, Symmons, Tak, Upchurch,

Vencovsky, et al. 2010).

Tabla 1. Criterios de clasificacion de la artritis reumatoide de la ACR (1987)

Criterio diagnéstico Descripcion

1 | Rigidez matutina Rigidez matutina articular que dura al menos 1 hora.

Al menos 3 grupos articulares deben estar inflamados

. , simultdneamente y ser objetivados por un médico. Los 14
Artritis de 3 o mas ] . L )
2 . . grupos articulares son: interfalangicas proximales,
articulaciones L. R ) )
metacarpofalangicas, mufecas, codos, rodillas, tobillos y

metatarsofalangicas.

o Al menos una articulacion de las manos debe estar inflamada
3 | Artritis de manos

(carpo, metacarpofaldngicas, interfalangicas proximales)

L Afeccidon simultanea del mismo grupo articular (definido en el
4 | Artritis simétrica o
criterio 2) en ambos lados del cuerpo.

Nédulos subcutaneos en prominencias déseas, superficies de
5 | Nédulos Reumatoides | extension o en zonas yuxta-articulares observados por un
médico.

. Presencia de valores elevados de factor reumatoide por
Positividad de factor ] ] ) )
6 ] cualguier método con un resultado en controles inferior al
reumatoide

5%.

Alteraciones radioldgicas tipicas de artritis reumatoide en

) o radiografias postero-anteriores de las manos. Debe existir
7 | Cambios radiograficos . ] ) o
erosidn u osteoporosis yuxtaarticular clara y definida en

articulaciones afectadas.

Nota: Podemos clasificar a un paciente como AR si cumple como minimo 4 de estos criterios (los criterios clinicos

han de estar presentes como minimo 6 semanas. Tabla extraida del articulo: Arnett FC, et al. Arthritis Rheum. 1988
Mar;31(3):315-24.

Los criterios EULAR/ACR de 2010 clasifican una enfermedad como AR definida si se muestra
sinovitis en al menos una articulacién en ausencia de otro diagndstico que lo justifique y una
puntuaciéon de 6 o mayor en cuatro dominios que incluyen: niumero y lugar de afeccion
articular, anormalidades serolégicas, elevacién de reactantes de fase y duracién de la

sintomatologia (Tabla 2).
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Tabla 2. Criterios de clasificacidon de la EULAR / ACR de 2010

Los nuevos criterios de AR sélo se aplicaran a una determinada poblacién diana que debe

tener las siguientes caracteristicas:

1) Presentar al menos 1 articulacién con sinovitis clinica (al menos una articulacién
inflamada) y que dicha sinovitis no pueda explicarse por el padecimiento de otra
enfermedad.

2) Tener una puntuacion igual o superior a 6 en el sistema de puntuacidn que se presenta a
continuacién

Afeccion articular
e 1 articulacién grande afectada 0
e 2-10 articulaciones grandes afectadas 1
e 1-3 articulaciones pequefias afectadas 2
e 4-10 articulaciones pequeiias afectadas 3
e 10 articulaciones pequeiias afectadas 5
Serologia
e FRy ACPA negativos
e FRy/o ACPA positivos bajos (< 3 VN)
e FRy/o ACPA positivos alto (> 3 VN)
Reactantes de fase aguda
e VSGyPCR normales
e VSG y/o PCR elevadas 1
Duracidn
e <6 semanas
e >6semanas 1

ACPA: anticuerpos contra péptidos citrulinados; FR: factor reumatoide; PCR: proteina C reactiva; VN: valor normal;
VSG: velocidad de sedimentacion globular. Tabla extraida del articulo: Aletaha, et al. Arthritis Rheum. 2010
Sep;62(9):2569-81.

1.1.9. EVALUACION DE LA ENFERMEDAD

1.1.9.1. Parametros que evaltan el grado de actividad

Tanto en la evaluacién inicial como las visitas de seguimiento de la AR se debe realizar una
valoracion sistematica de un conjunto minimo de pardmetros que permitan evaluar el grado
de actividad inflamatoria, de discapacidad funcional y de dafio estructural residual. El
seguimiento de los pacientes mediante estos parametros aporta indudables ventajas (Wolfe

and Pincus 1999; Pincus 1996) (Tabla 3).
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Tabla 3. Conjunto minimo de pardmetros para evaluacién de la AR
recomendados por OMERACT 1993 (Outcome Measures in
Rheumatoid Arthritis Clinical Trials).

1) Numero de articulaciones dolorosas

2) Numero de articulaciones tumefactas

3) Dolor

4) Evaluacion global de la enfermedad realizada por el enfermo
5) Evaluacién global de la enfermedad realizada por el médico
6) Reactantes de fase aguda

7) Capacidad funcional fisica

8) Dafo radioldgico (AR de mas de 1 afo de evolucion)

1.1.9.2. indices de actividad compuestos

Se han publicado diferentes indices compuestos cuya validez fue revisada en el marco de la
conferencia OMERACT (The Journal of Rheumatology 1993). Los indices difieren en el nimero
de parametros incluidos, asi como en los métodos utilizados para su calculo. Sus ventajas
respecto a la evaluacidn convencional con parametros aislados son evitar la duplicidad y
aumentar la sensibilidad al cambio. Sus inconvenientes son cierta complejidad de cdlculo, la

dificultad de interpretacidén y algunos problemas relacionados con su construccién.

Merece una especial atencién el indice “Disease arthritis score” (DAS) (van der Heijde et al.
1992; van der Heijde et al. 1990); este indice incluye el indice de Ritchie (IR), el nimero de
articulaciones tumefactas sobre 44 articulaciones (NAT44), la VSG vy la evaluacién global de la
salud segun el paciente (EVAg) sobre una escala visual analdgica (para la realizacién del DAS el

rango de EVAg es de 0 a 100). El calculo del DAS se realiza a partir de la siguiente formula:

DAS= 0,54(4 " IR) + 0,065(NAT44) + 0,33(InVSG) + 0,0072(EVAg).

Existe un DAS modificado basado en los recuentos de 28 articulaciones dolorosas (NAD28) y
tumefactas (NAT28) que es mucho mas atil en la practica clinica y que recomiendan las

diferentes guias y organizaciones (Prevoo et al. 1995). La formula del DAS28 es la siguiente:

DAS28=0,56(v NAD28) + 0,28(v NAT28) + 0,70(InVSG) + 0,014(EGP).
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Los valores del DAS y DAS28 varian entre 0 y 10 y son la base de los criterios de mejoria de la

EULAR (van Gestel et al. 1996).

Existe otro indice compuesto que, por su simplicidad y facil calculo, esta siendo cada vez mas
utilizado, el SDAI (Simplified Disease Activity Index) (J S Smolen et al. 2003). Este indice tiene la
ventaja de que no necesita una formula matemdtica compleja para su determinacion, sino que
se calcula mediante una simple suma aritmética del numero de articulaciones dolorosas y
tumefactas, con indices reducidos de 28 articulaciones, valoracidon de la actividad por el
paciente y el médico (medidos de 0 a 10) y la concentracién de PCR en mg/dl. La inclusién de la
PCR en vez de la VSG se basa en que la primera es una medida de inflamacién mas precisa que
la segunda, se ha relacionado con el dafio estructural de manera mas consistente y que estd

menos influida por otras variables como la anemia o el FR (Aletaha, Nell, et al. 2005).

Del mismo modo que sucede con el DAS, existen modificaciones del SDAI, en particular un
indice en el que no se incluye la PCR, hecho que facilita la evaluacién de la actividad en
aquellos casos en el que no se pueda disponer de resultados de PCR. Este indice es conocido
como “Clinical Disease Activity Index” (CDAI) (Aletaha, Ward, et al. 2005) y su célculo se realiza

segun la férmula siguiente:
SDAI= NAD28 + NAT28 + EVA g + EVAm + PCR (mg/dI).

Para mejorar la interpretacién de éstos indices es preciso establecer unos limites para poder
clasificar a los pacientes en niveles de actividad diferentes. La categorizacion en clases segun la
actividad es importante para proponer iniciar, o cambiar un tratamiento (en caso de actividad

alta o moderada) o para definir objetivos terapéuticos (actividad baja o remisién).

1.1.9.3. Clasificacién del grado de actividad inflamatoria

La actividad inflamatoria puede variar segun el paciente, el momento evolutivo o la respuesta
al tratamiento. Clasicamente se pueden diferenciar 4 tipos de actividad inflamatoria: remisidn,
actividad baja, moderada o alta. Para clasificar en alguna de estas fases se han desarrollado
diferentes criterios, entre ellos los de remisidn clinica del ACR, y los criterios de remision

clinica y de actividad inflamatoria basados en indices.
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- Criterios de remisidn clinica del ACR: La ACR establece 6 criterios para evaluar la remision
clinica de la AR (Tabla 4). La presencia de al menos 5 de estos criterios durante 2 meses o mas
es suficiente para identificar a un paciente en remisiéon completa, con una sensibilidad del 72 al
80% y una especificidad del 96 al 100 por ciento (Pinals, Masi, and Larsen 1981; Wolfe and
Hawley 1985). Los valores predictivos de estos criterios pueden variar en diferentes
poblaciones (Alarcén et al. 1987). Sus principales inconvenientes son la ausencia de
especificaciones sobre cédmo medirlos, su valor dicotémico (lo que puede cambiar la
clasificacion con pequefias modificaciones en la actividad clinica de la enfermedad), y que dos
de los criterios (cansancio y rigidez matutina) no forman parte de los parametros
recomendados para evaluar pacientes con AR (Wolfe et al. 1999; Tugwell and Boers 1993; van

Riel 1992; Boers et al. 1994; Felson 1993).
Tabla 4. Criterios ACR de remisidn clinica de AR

1) Rigidez matutina ausente o no superior a 15 minutos
2) Ausencia de cansancio

3) Ausencia de dolor articular en la anamnesis

4) Ausencia de dolor articular a la presién

5) Ausencia de tumefaccién sinovial y tenosinovial

6) Velocidad de sedimentacién

*La ACR considera remision clinica se cumplen al menos 5 de los 6 criterios.

- Clasificacion de la actividad inflamatoria basada en indices: Para definir los puntos de corte
que separaban las categorias anteriores se empled la cohorte original de la que derivé el DAS,
en la que se habia separado a los pacientes con actividad alta o baja segun la decisién del
reumatdlogo de empezar o no el tratamiento. Para disminuir la superposicién de las 2
distribuciones, se escogidé como limite inferior de la actividad alta el percentil 25 y de la
actividad baja el percentil 75. La actividad moderada se definié como el intervalo que quedaba
entre las otras 2 (van Gestel et al. 1996). Los puntos de corte que separaban las 3 categorias
eran DAS<2,4 para la actividad baja, DAS>3,7 para la actividad alta y, <2,4 <DAS <3,7para la
actividad moderada. lgual que para la remisidén, basandose en los valores del DAS se

extrapolaron los valores para el DAS28 que son de DAS28<3,2 para la actividad baja y

34


http://www.ser.es/practicaClinica/GUIPCAR_2007/Tablas/Tabla13.php

DAS28>5,1 para la alta (van Riel and van Gestel 2000). Con el SDAI, los puntos de corte se
definieron en la publicacién original y tomaron como referencia los valores del DAS28. Se
definieron como: SDAI<11 para la actividad baja y SDAI >40 para la actividad alta.
Recientemente se ha propuesto una nueva modificacién de los valores del DAS28 y el SDAI
mas estricta, basandose en la opinion y consenso de reumatdlogos experimentados (Aletaha,

Nell, et al. 2005) (Tabla 5).

Tabla 5. Puntos de corte para las categorias de actividad segln el DAS, DAS28 y SDAI.

Categoria Definicién original Nueva definicidon propuesta
Remision <1,6
Actividad baja <2,4
DAS
Actividad moderada <2,4 <DAS <3,7
Actividad alta >3,7
Remisién <2,6 <2,4
Actividad baja <3,2 <3,6
DAS28
Actividad moderada 3,2< DAS28 <5,1 3,6< DAS28 <5,5
Actividad alta >5,1 >5,5
Remision <5 <3,3
Actividad baja <20 <11
SDAI
Actividad moderada 20 < SDAI< 40 11<SDAI<26
Actividad alta >40 >26

1.1.9.4. Evaluacidn de la discapacidad fisica

Existen diversas formas de estimar la capacidad funcional basadas en la movilidad articular o
en la capacidad para realizar determinadas tareas evaluadas por un observador. Los métodos
mas extendidos actualmente son los cuestionarios especificos para enfermedades reumaticas
como el “Health Assessment Questionnarie” (HAQ), el “Modified Health Assessment
Questionnarie” (MHAQ) la versién reducida del HAQ o el “Arthritis Impact Measurements
Scales” (AIMS). Estos cuestionarios se basan en la opinion del propio enfermo sobre su
enfermedad y son instrumentos estandarizados, de fiabilidad y validez contrastada, que
evaluan aquellas dimensiones de la salud que se ven mas afectadas por la AR, entre las cuales

cabe destacar la discapacidad, sobre todo en relacién con la funcidn fisica, y el dolor.
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1.1.10 TRATAMIENTO

La AR es una enfermedad crdénica que con el tiempo y sin tratamiento evoluciona a dafo
articular irreversible, presencia de complicaciones extraarticulares y discapacidad. Los
tratamientos no son curativos, pero reducen el dolor y la inflamacidn, pueden disminuir la
progresion del dafio articular, conservar la capacidad funcional y resolver o evitar las
complicaciones extraarticulares.

Para ello disponemos de tres tipos de tratamientos: 1) los tratamientos no farmacoldgicos
(que incluyen la educacién del paciente, el reposo y el ejercicio y la terapia funcional), 2) la

terapia farmacoldgica y 3) la cirugia.

Se han publicado diversos protocolos y recomendaciones para el tratamiento de la AR. En el
Hospital de la Santa Creu i Sant Pau utilizamos las guias de la Sociedad Espafiola de

Reumatologia (SER) y la del EULAR.

1.1.10.1. Recomendaciones y Guia de Practica Clinica de la SER

El consenso de la SER publicado el afio 2010 (Tornero Molina et al. 2015), recomienda que
todos los pacientes con AR sean tratados con un fdrmaco modificador de la enfermedad (FME)
tan pronto como se establezca el diagndstico clinico de la enfermedad, independientemente
del cumplimiento de los criterios de clasificacion del ACR/EULAR. El tratamiento inicial
recomendado en todos los pacientes que no hayan sido tratados anteriormente con ningun
FME es el metotrexato (MTX), por su excelente perfil de eficacia y seguridad. Para la utilizacién
Optima del MTX como agente inductor de remisidn en la AR de inicio se recomienda una
escalada rapida de la dosis, hasta alcanzar los 20 o0 25 mg semanales, a los 3-4 meses de iniciar
el MTX. En caso de refractariedad, se debe asegurar la biodisponibilidad del MTX
administrandolo por via subcutdnea. No obstante, dada la complejidad clinica de la AR, el
consenso considera que en algunas situaciones clinicas el tratamiento inicial con farmacos
modificadores de enfermedad pueda consistir en la utilizacidon de otros fadrmacos que también
han demostrado su capacidad de controlar los sintomas y signos de la enfermedad, asi como
de retrasar la progresion radioldgica.

En la AR de inicio sin marcadores de mal prondstico (erosiones radiolégicas, FR, ACPA,
ausencia de enfermedad extraarticular, HAQ superior a 1 o elevada carga inflamatoria), es
aceptable el uso inicial de otros FMEs con un perfil de menor toxicidad o con una
monitorizaciéon de efectos secundarios mas sencilla, entre los que los antipaludicos o la

Salazopirina (SSZ) son ejemplos tipicos.

36



En cambio, en la AR de inicio en la que se prevé un curso especialmente incapacitante por las
caracteristicas de la enfermedad, del paciente o de la actividad laboral de éste, puede estar
indicada la terapia combinada de inicio con MTX y un agente anti-TNF, con el objetivo de
inducir una rdpida remisién e intentar retirar el agente anti-TNF y mantener la remision de la

AR con el MTX en monoterapia.

1.1.10.2. Recomendaciones EULAR

El afio 2010, EULAR publica las 15 recomendaciones para el manejo de la AR con tratamientos
modificadores de la enfermedad tanto sintéticos como bioldgicos (Josef S Smolen et al. 2010).
Estas recomendaciones parten de 3 principios basicos: 1) Los Reumatélogos son los
especialistas que deberian manejar los pacientes con AR, 2) El tratamiento de los pacientes
con AR debe aspirar a la mejor atencién y debe basarse en una decisidn conjunta entre el
paciente y el reumatdlogo, y 3) La AR produce un gran coste sanitario y de productividad, lo
cual debe ser considerado por el Reumatélogo durante el manejo de la enfermedad.

Las recomendaciones del consenso EULAR se muestran en la Tabla 6.

1.1.10.3. Tratamientos farmacolégicos

- Farmacos moduladores de la enfermedad sintéticos:

La probabilidad de obtener una respuesta favorable al tratamiento con FMEs y una menor
progresion radioldgica, es mayor cuanto menor sea el tiempo transcurrido desde el
diagnéstico hasta el inicio de un tratamiento (Egsmose C, Lund B, Borg G, Pettersson H, Berg E
1995; van der Heide et al. 1996; Tsakonas et al. 2000; Anderson et al. 2000; Landewé et al.
2002; Mottonen et al. 2002; van Jaarsveld et al. 2000). Dentro del grupo de FMEs existe una

gran variedad de farmacos: Metotrexato, Leflunomida, Salazopirina e Hidroxicloroquina.

El Metotrexato (MTX) es considerado el FME sintético de referencia y forma parte de la
estrategia terapéutica inicial en los pacientes con AR. EIl MTX es un antimetabolito que actua
inhibiendo competitivamente la dihidrofolato reductasa. Esta enzima participa en la formacion
del tetrahidrofolato necesaria para la formacion del nucledsido timidina, requerido para la

sintesis de ADN, ARN, timidilatos y proteinas.
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1.- El tratamiento con FMEs sintéticos deben iniciarse tan pronto como se haga el diagndstico de la AR.

2.- El tratamiento debe ser dirigido a alcanzar la remision o la baja actividad de la enfermedad lo mas rapido
posible; mientras que el objetivo no sea alcanzado, se requiere de un control estricto y ajustes terapéuticos
frecuentes (cada 1-3 meses).

3.- EIl MTX debe ser parte de la primera estrategia terapéutica en pacientes con AR activa.

4.- Cuando existen contraindicaciones o intolerancia al MTX, los siguientes FME deberian ser considerados
como parte de la primera linea de tratamiento: Leflunomida (LEF), Salazopirina (SSZ) u Oro inyectable.

5.- En pacientes no tratados previamente con FME, independientemente del tratamiento con
glucocorticoides (GCs), se prefiere iniciar tratamiento a régimen de monoterapia con un FME sintético en
lugar iniciar terapia combinada.

6.- Los GCs a dosis de bajas a moderadas asociados al tratamiento con FMEs sintéticos proporcionan un
beneficio inicial a corto plazo, pero se deben disminuir tan rapidamente como clinicamente sea factible.

7.- Si el objetivo del tratamiento no se logra con la primera estrategia de FME, en ausencia de factores de
mal pronéstico, se debe considerar el cambio a otro FME sintético. Si existen factores de mal prondstico, se
puede plantear el cambio a un FME bioldgico.

8.- En los pacientes que no responden al tratamiento con MTX y/u otros FMEs sintéticos con o sin GCs
asociados, debe iniciarse tratamiento con FMEs bioldgicos. La prdctica actual seria comenzar un anti-TNF
(Adalimumab, Certolizumab, Etanercept, Golimumab, Infliximab), que se combinara con MTX.

9.- Los pacientes con AR que hayan fracasado a un primer anti-TNF, deben recibir otro anti- TNF, Abatacept,
Rituximab o Tocilizumab.

10.- En los casos de AR grave refractaria o con contraindicaciones al tratamiento con FMEs bioldgicos o los
FMEs sintéticos mencionados anteriormente, también podrian ser considerados los siguientes FMEs
sintéticos, tanto en monoterapia como en combinacidn con algunos de los FMEs mencionados
anteriormente: Azatioprina (AZA), Ciclosporina A (CpA) o, excepcionalmente, Ciclofosfamida (CF).

11.- El tratamiento intensivo deben considerarse en todos los pacientes, aunque aquellos que presenten
factores de mal prondstico son los que mas se beneficiaran.

12.- Si un paciente estd en remision persistente, después de haber reducido el tratamiento con GCs, se
puede considerar disminuir la dosis del FME bioldgicos, sobre todo si este tratamiento se combina con un
FME sintético.

13.- En los casos de remisidn sostenida a largo plazo, la disminucién cuidadosa de la dosis FME sintético
podria ser considerado como una decisién compartida entre el paciente y el médico.

14.- En aquellos pacientes con marcadores de mal prondstico y que no hayan sido tratados previamente con
FMEs sintéticos, se podria considerar la terapia combinada de MTX junto con un agente bioldgico.

15.- Aparte de la actividad de la enfermedad, en el ajuste de tratamiento deben tenerse en cuenta factores

tales como la progresion del daio estructural, comorbilidades y la seguridad.

Tabla 6. Recomendaciones del consenso EULAR para el tratamiento de pacientes con AR. Texto traducido de: Smolen, et al. Ann Rheum
Dis. 2010 Jun 1; 69(6): 964-975.
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El mecanismo de accién del MTX es complejo y no se conoce con exactitud, aunque se
postulan cuatro posibles mecanismos: 1) inhibicién de la sintesis de purinas y pirimidinas 2)
disminucién de la acumulacidn de agentes tdxicos como las poliaminas, 3) reduccién de la
proliferacién de células del sistema inmunoldgico y 4) aumento de los niveles extracelulares de
adenosina (purina). Es de este ultimo mecanismo del que mas evidencias se dispone (Chan and

Cronstein 2002).

El MTX es un farmaco que ha demostrado en diversos ensayos clinicos y estudios
observacionales su eficacia clinica. Se han descrito asimismo, multiples ventajas respecto a
otros FMEs con eficacia similar, como su perfil de seguridad, una administracion cédmoda y una

menor tasa de abandono del tratamiento a medio-largo plazo (Choi et al. 2002).

Antiguamente la dosis utilizada de MTX era de 7,5 mg/semana, pero con los afios y la
experiencia, actualmente las guias recomiendan una escalada rapida de la dosis, hasta alcanzar
los 20 6 25 mg semanales, a los 3-4 meses de iniciar el MTX. En caso de refractariedad al
tratamiento, se debe asegurar la biodisponibilidad del MTX administrandolo por via

subcutdnea una vez por semana.

La experiencia acumulada del uso de MTX supera considerable la de otros FMEs. Los efectos
secundarios mas frecuentes son: alteraciones gastrointestinales y estomatitis (McKendry
1997), alopecia, y sintomas del sistema nervioso central como cansancio, cefalea y dificultad
de concentracidn, habitualmente presentados el dia de la ingesta, y son el principal motivo de
suspensidn. Se han propuesto algunas opciones para mejorar la tolerancia al fdrmaco, como
administrar el farmaco por la noche o cambiando la via de administracion de oral a parenteral

(O’'Dell 1997).

Se ha descrito una asociacién del tratamiento con MTX a alteraciones pulmonares como, por
ejemplo, neumonitis intersticial aguda, fibrosis pulmonar, nodulosis, bronquiolitis obliterante
con neumonia organizada y otras patologia pulmonares (Cannon 1997). A pesar de la
dificultad de discernir si se trata de un efecto adverso del farmaco o de la evolucién de la

propia AR, se recomienda la suspension del MTX y la administracién de GC.

- Farmacos moduladores de la enfermedad bioldgicos:
Las terapias bioldgicas han supuesto un gran avance en el tratamiento de la AR, dado que
permiten un mejor control de los sintomas de enfermedad, un menor deterioro radiolégico y

proporcionan una mejor calidad de vida a los pacientes afectos de AR.
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Generalmente se trata de anticuerpos humanos, anticuerpos humanizados, anticuerpos
quiméricos, o proteinas de fusidon con una accién sobre una diana especifica. En la actualidad,
existen 5 grupos diferentes, clasificados segln sus dianas terapéuticas. Todos ellos estdn
indicados en el tratamiento de la AR moderada a grave en la que hayan fracasado otros FME

no biolégicos.

A.- Anticuerpos contra el factor de necrosis tumoral: Infliximab (anticuerpo quimérico),
Etanercept (proteina de fusidon que consta de la fraccion constante de una inmunoglobulina
pegada a un receptor de TNF), Adalimumab (anticuerpo monoclonal humano), Certolizumab
pegilado (anti-TNF formado por la fraccién variable de un anticuerpo (Fab’) monoclonal murino
humanizado unido a dos moléculas de polietilenglicol) y, Golimumab (anticuerpo Monoclonal

IgG1 humano recombinante).

B.- Rituximab: Anticuerpo monoclonal quimérico que va contra la molécula CD20 que se

expresa en la superficie de las células B.

C.- Abatacept: Proteina de fusion formada por el dominio extracelular del CTLA-4 humano y el
fragmento constante (Fc) de la IgG1 humana. Se une de forma competitiva y con gran afinidad
a CD80/86 y evitan que estas moléculas se unan a CD28, y por tanto previene la activacion de

los linfocitos T.

D.- Tocilizumab: Anticuerpo monoclonal humanizado dirigido contra el receptor de la
interleukina 6 (IL-6) tanto en su forma soluble como ligado a la membrana celular.
E.- Anakinra: Forma recombinante no glicosilada del antagonista del receptor de interleukina

1 (IL-1Ra) humano que ejerce su accidn de la misma forma que el antagonista endégeno.

1.1.10.4. Otros tratamientos no farmacoldgicos.

Existen otros tratamientos no farmacoldgicos como las infiltraciones intraarticulares, la

rehabilitacion o la cirugia.

A.- Infiltracién intraarticular: El tratamiento local recomendado de primera eleccidn es la
infiltracidn intraarticular con esteroides de liberacidn lenta. Cuando las infiltraciones con
esteroides han fracasado (3 infiltraciones consecutivas separadas por 4 semanas), se puede

considerar la sinoviolisis isotdpica o sinoviolisis quimica con acido dsmico. Antes de realizar el
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tratamiento local se debe descartar razonablemente la presencia de infeccion (Chakravarty,

Pharoah, and Scott 1994; Jahangier et al. 2005; Bessant et al. 2003) .

B.- Rehabilitacion: Se recomienda, desde el momento del diagnédstico, realizar ejercicio fisico
aerdbico individualizado para cada pacientes y adaptado al grado de preparacién fisica y a las
circunstancias articulares y extraarticulares, derivadas de la enfermedad y de las patologias
concomitantes. Los ejercicios aerdbicos se pueden combinar con ejercicios de tonificacidn
muscular (regional o general), de flexibilidad y de mejora de la coordinacién y destreza manual

(Ilversen and Petersson 2006; Pedersen and Saltin 2006).

C.- Cirugia: La cirugia suele estar indicada en aquellos casos en que la enfermedad ha
provocado destruccion ésea o articular, y una alteracion funcional. Previo a la cirugia deben
valorarse la calidad del hueso a intervenir, el grado de motivacién junto con las preferencias
del paciente, la estimacion de la modificacion de la evolucion de la enfermedad por el hecho
de aplicar cirugia, y la estimacién del grado en que el tratamiento quirdrgico puede reconstruir
la funcién articular y mejorar la independencia del paciente. La prétesis articular es el medio
quirurgico mas eficaz para detener la progresiva pérdida funcionalidad, por lo que deberia
realizarse antes de que se produzcan deformidades irreductibles (Dreyer and Boden 1999;

Grob, Schiitz, and Pl6tz 1999).

1.1.11. CRITERIOS DE RESPUESTA AL TRATAMIENTO

Los criterios de respuesta al tratamiento aplicados a pacientes individuales deben tener en
consideracion el cambio en la actividad de la enfermedad y su grado de actividad actual. El
clinico debe evaluar la respuesta al tratamiento clasificdndola como satisfactoria (remision
completa de la enfermedad o suficiente aunque no sea completa) o no satisfactoria (ausencia
completa o casi completa de mejoria). La respuesta satisfactoria corresponde con una remision
completa de la enfermedad o una respuesta suficiente sin alcanzar la remisidon completa, y la
respuesta insatisfactoria implica ausencia completa o casi completa de mejoria. El clinico
puede llegar a cada una de estas categorias a través de la aplicacion de diferentes criterios de
respuesta. El mas utilizado son los criterios de respuesta de EULAR (Boers et al. 1994).

Los criterios de respuesta de EULAR tienen en cuenta tanto el grado de mejoria como la
situacién actual del paciente. Utilizan la escala de actividad DAS, que combina diferente

informacidn clinica en un Unico indice con el que puede clasificarse a los pacientes en
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diferentes categorias. Aunque existe una cierta confusiéon por la proliferacion de DAS
modificados, badsicamente existen dos férmulas validadas (van Gestel et al. 1995) y aplicables a
los criterios de mejoria de EULAR: el DAS original (van der Heijde et al. 1992; van der Heijde et
al. 1990), que utiliza el indice articular de Ritchie (Ritchie et al. 1968) y un recuento de 44
articulaciones inflamadas, y el DAS28, que utiliza el recuento de 28 articulaciones no graduado.
Las definiciones de respuesta satisfactoria o insatisfactoria en funcidn de la aplicacién del

DAS28 se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7.Definicién de respuesta de EULAR (DAS28)

Disminucidn en el DAS28
DAS28 >1,2 1,2-0,6 <0,6
actual
<3,2 Satisfactoria
3,2-5,1
Insatisfactoria
>5,1
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1.2 GENETICA Y FARMACOGENETICA

1.2.1 PRINCIPIOS GENERALES DE GENETICA
1.2.1.1 Estructura del ADN y de los genes

Los cromosomas estan compuestos por acido desoxirribonucleico (ADN) y proteinas. EI ADN es
la molécula que contiene la informacién genética para el desarrollo y funcionamiento de los
seres vivos. La molécula de ADN estd constituida por dos cadenas largas de mondmeros
repetidos, llamados nucleétidos, con polaridad opuesta y unidas entre si formando una doble
hélice (WATSON and CRICK 1953). Cada nucledtido estd formado por un azicar, la
desoxirribosa, unida por un enlace covalente a una base nitrogenada y grupos de fosfatos
unidos por enlaces éster (Figura 5).

Las bases nitrogenadas pueden ser de 4 tipos diferentes: adenina (A), guanina (G), timina (T) y
citosina (C). Se dividen en 2 clases: Las purinas, que estan formadas por 2 anillos heterociclicos
unidos (A 'y G) y las pirimidinas, que estan formadas por solo uno de estos anillos (C y T). Los
nucledtidos se enlazan entre si a través del grupo fosfato y forman cadenas (WILKINS, STOKES,
and WILSON 1953). Las 2 cadenas de polinucledtidos que constituyen una molécula de ADN, se
mantienen unidas entre si gracias a la formacidon de puentes de hidrégeno entre las bases
nitrogenadas complementarias de ambas cadenas que quedan enfrentadas (2 puentes de

hidrogeno entre Ay Ty tres puentes de hidrogeno entre Gy C).

Timina
Adenina

extremo 5'
P 9 xtremo 3'
/ OoH
_O
A \/jw

O/
Esqueleto &%
desoxirribosa -

eafid,

extremo 3' Citosina 7\0
Guanina extremo 5

Figura 5. Estructura del ADN. Estructura quimica del
ADN: dos cadenas de nucledtidos conectadas
mediante puentes de hidrégeno, que aparecen como
lineas punteadas.
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La informacidn genética esta codificada por la secuencia de nucleétidos del ADN. El inicio de
una hebra de ADN se define como 5" y el final como 3. La direccidon de sintesis del nuevo ADN
durante su replicacién es de 5’ a 3’. Los términos 5y 3" hacen referencia a la posicién de las
bases nitrogenadas con respecto al azucar del esqueleto del ADN (Wolfsberg, McEntyre, and

Schuler 2001).

La complementariedad de los pares de bases es la clave de la funcién biolégica del ADN. El
ADN replica su secuencia de pares de bases siempre que una célula se divida (por mitosis en el
caso de la division somatica o meiosis en caso de la germinal). Durante este proceso, las 2
cadenas de ADN de cada cromosoma se separan y las enzimas (polimerasas) se unen a cada
una de las cadenas, seleccionan nucledtidos complementarios y los emparejan en una
secuencia que es complementaria a la de la hebra existente. De esta forma, se obtienen 2

moléculas de ADN de doble cadena (bicatenarias) idénticas.

La informacidn genética contenida en un gen es utilizada para la sintesis de proteinas y para
ello son necesarios dos procesos: 1) la transcripcion de ADN a ARN mensajero (ARNm) y 2) la

traduccién del ARNm a proteinas.

Los genes estdn formados por regiones codificantes, exones, y por regiones no codificantes,

intrones. Los intrones son extraidos en el procesamiento del ARN.

Las unidades estructurales de las proteinas son los aminodcidos. Cada aminoacido se define
por un grupo de tres bases, conocidas como codones o tripletes. Dado que solo disponemos
de 4 bases nitrogenadas, existe un niumero limitado de posibles combinaciones de éstas que
formen codones (4°=64). Diferentes codones pueden codificar para el mismo aminodcido,
existiendo 20 aminodcidos diferentes a expensas de los 64 codones del codigo genético (Figura
6) (Nakamoto 2009). Este fendmeno se conoce como degeneracién del cddigo genético.
Ademas, hay codones de inicio, que indican el comienzo de la regién codificante de un geny

codones de terminacidn, que indican el fin de la region codificante.

Second Letter
u c A G
uuu |Phe ucu UAU | T |ucu |ch u
U juuc ucc | ser |UAC uGC c
UUA ||_eu UcA UAA Stop |UGA Stop|A
uue uce UAG Stop (UGG Trp |G
cuu cou CAU | His |cau u Figura 6. Los aminodcidos y combinaciones de tres
C|CUC | Leu [CCC | Pro |CAC CGC | Arg |C i
1st CUA CCA CAA | GIn |CGA Ao nucledtidos posibles. Tabla extraida de: Nakamoto.
cuG cce CAG CGG G
letter AUU ACU AAU | Asn | AGU | Ser |U |letter Gene. 2009 Mar 1;432(1-2)11-6.
A|AUC | lle |ACC | Thr |AAC AGC c
AUA ACA AAA AGA A
AUG et | ACG AAG | LS | ace |Ar9 G
cuu Gcu GAU | Asp [eeu u
G | GUC | ya | GCC Ala | GAC GGC | Gly |C
GUA GCA GAA | Glu | GGA A
cuc GCe GAG GGG G
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1.2.1.2 Variantes genéticas

La variacidon genética interindividual garantiza a las especies la adaptacion a condiciones
ambientales diversas, pero los mismos mecanismos que crean esa variacion son también
responsables de originar mutaciones graves, que pueden desencadenar en algunos individuos
incluso enfermedad.

Se denomina locus a la localizacién especifica de una regidn gendmica en un cromosoma,
aunque un locus no necesariamente contiene un gen. Las diferentes formas de una secuencia
de ADN en un locus particular se denominan variantes genéticas o alelos y el porcentaje de
individuos de la poblacién que presenta cada alelo se denomina frecuencia alélica.

Sefun la frecuencia de las variaciones genéticas nos encontraremos ante mutaciones, con una
frecuencia alélica menor del 1% y asociada a patologia, o polimorfismos, que son variaciones

alélicas de una frecuencia superior al 1%.

- Mutacion puntual:

Se define mutacidn como el cambio persistente de la secuencia del genoma. Una mutacion
nueva que aparece en una célula individual se denomina mutacidn de novo. Habitualmente, las
mutaciones de novo no se expresan en la persona que presenta la mutacién, pero las
siguientes generaciones pueden heredar el cambio en el ADN.

Las mutaciones mds habituales son las mutaciones puntuales en el genoma, que cambian,
insertan o borran un solo nucledtido del genoma. Otros tipos de mutaciones pueden afectar a
fragmentos mas grandes del material genético o incluso a la estructura cromosdmica, incluida
la duplicaciéon genética, inserciones/delecciones, y reordenamientos de las regiones

cromosdmicas grandes e inversiones cromosémicas.

- Polimorfismo de un solo nucledtido

Un polimorfismo de un solo nucleétido o SNP (Single Nucleotide Polymorphism) es una
variacion en la secuencia de ADN que consiste en una sustituciéon de una sola base. Los SNP
constituyen hasta el 90% de todas las variaciones gendmicas humanas y aparecen una cada
300 bases en promedio a lo largo del genoma humano.

Debido a la degeneracidn del cédigo genético, un SNP situado en una region codificadora no
producird necesariamente una sustitucién del aminodcido. De acuerdo con esto, los SNP
producidos en secuencias codificadoras se clasifican en 2 grupos principales: 1) SNP sinédnimos,
en los que ambas formas traducen el mismo aminoacido sin cambio aparente en la estructura
primaria de la proteina, y 2) SNP no sindnimos, en los que cambia la secuencia de la proteina.

En este ultimo caso, si la sustitucion del aminoacido acontece en el sitio activo de la proteina,
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puede representar una pérdida de funcién (estos SNP se denominan funcionales). Estos tipos
de variantes no sindnimas inducen cambios de sentido erréneo en la secuencia de
aminoacidos. Sin embargo, también seria posible un cambio sin sentido si la modificacion del
nucledtido se traduce en un coddén de stop mutado que provoque una proteina truncada.

Por otra parte, los SNP en regiones no codificadoras pueden tener consecuencias en el proceso
de traduccidn si afectan a regiones reguladoras (sobre todo en la unién de factores de

transcripcién) o modificar la secuencia de ARNm (en procesos como el splicing).

1.2.1.3 Haplotipos y desequilibrio de ligamiento

Determinadas combinaciones de SNPs estan presentes con mayor frecuencia en la poblacién
de la que seria de esperar en una organizacion aleatoria basada en sus frecuencias
individuales. Estas asociaciones no aleatorias de SNPs (o secuencias de ADN) en diferentes loci
de los cromosomas que se transmiten al mismo tiempo, se denominan haplotipos. En otras
palabras, un haplotipo es un conjunto de SNPs localizados en el mismo cromosoma que estan
asociados estadisticamente debido a una recombinacidn limitada entre ellos. La asociacion de
2 SNPs puede cuantificarse por el grado de desequilibrio de ligamiento, que es la diferencia
entre las frecuencias relativas observadas y esperadas (asumiendo distribuciones aleatorias), y
se representa por un parametro llamado r2 (que varia entre 0 y 1). Se considera que 2 SNPs se

encuentran en un intervalo de desequilibrio de ligamiento alto si su valor numérico es 2 0’8.
1.2.1.4 Proyecto Hapmap

El HapMap Project es una base de datos de los haplotipos descritos en el genoma humano. El
fundamento de este proyecto es comparar las secuencias genéticas de los diferentes
individuos para identificar regiones cromosdémicas donde se comparten las variantes genéticas.
Gracias al ordenamiento de haplotipos en el genoma humano y al concepto de desequilibrio
de ligamento, es posible determinar los SNPs representativos de un haplotipo. Denominamos
SNPtag o tagger (SNP etiqueta) al SNP que sefiala la presencia de otros SNPs que se
encuentran en desequilibrio de ligamiento alto con éste. De acuerdo con esto, la variacion
genética de una regidon gendmica puede identificarse al genotipar los SNPstag, sin necesidad
de genotipificar todos los SNPs presentes en la region.

La informacidn recopilada del HapMap se publica en la base de datos de SNPs del NCBI, dbSNP
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/). El acceso es gratuito y libre para todo el mundo con el fin

de que todas las instituciones investigadoras puedan acceder a él y poder estudiar las
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asociaciones existentes entre genes y patologias humanas, susceptibilidad a infecciones o la

diferente respuesta a farmacos.

1.2.2  PRINCIPIOS GENERALES DE FARMACOGENETICA

La farmacogenética es la ciencia que estudia la variabilidad interindividual en la respuesta a los
farmacos, tanto en términos de eficacia como de efectos adversos, segun el genotipo de los
individuos (Weinshilboum 2003). Por lo tanto, la farmacogenética tiene como objetivo la
prediccion y prevencion del riesgo de fracaso terapéutico y/o toxicidad en pacientes tratados.
Aunque generalmente es un término utilizado para referirse al estudio de los genes
relacionados con el metabolismo de los farmacos, en la actualidad se extiende también a todos
los factores involucrados en su farmacocinética y farmacodinamica (receptores,
transportadores, enzimas, canales idnicos,...).

El objetivo principal de la farmacogenética es optimizar el tratamiento de los pacientes
mediante una estratificacion de éstos en base a la respuesta y/o toxicidad a un determinado
farmaco, con el fin de dirigirnos a una terapia personalizada mds segura y eficiente.

La farmacogenética contribuye a la medicina personalizada ya que permite al clinico: 1)
seleccionar la medicacion mds adecuada para un determinado paciente y 2) seleccionar la

dosis mds adecuada de un farmaco para un determinado paciente.

1.2.3 ESTUDIOS FARMACOGENETICOS DEL METOTREXATO

El metotrexato (MTX) es el farmaco de eleccion en primera linea de tratamiento para
pacientes con AR. Su amplio uso se debe a su eficacia, su relativo buen perfil de seguridad y su
bajo coste. A pesar de su excelente perfil beneficio/riesgo, la eficacia del MTX es variable, con
mas de un tercio de los pacientes refractarios a esta terapia inmunomoduladora (Weinblatt et
al. 2003; Bathon et al. 2000). Por otro lado, en un 10-30% de los casos se debe suspender el
tratamiento debido a la aparicion de efectos adversos y/o toxicidad hepatica (transaminitis,
cirrosis), citopenias, Ulceras orales o neumonitis intersticial entre otras (Finckh et al. 2006). En
estos casos, se deben plantear otras alternativas de tratamiento y, en caso de necesidad, estos
pacientes pueden ser tributarios de recibir tratamiento con terapias biolégicas que conllevan

un coste mucho mas elevado.
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En las dltimas décadas ha habido un gran interés para identificar marcadores bioldgicos que
puedan predecir con exactitud y fiabilidad la eficacia y toxicidad del MTX en pacientes afectos
de AR. De manera global, se ha sugerido que polimorfismos en los genes que codifican enzimas
diana del MTX y proteinas transportadoras en la via metabdlica del folato pueden ser
predictores de respuesta y toxicidad al MTX (Ranganathan et al. 2008). Los resultados de
estudios farmacogenéticos basados en el analisis de un gen o genes candidatos no permiten a
dia de hoy conocer con exactitud cuales pueden utilizarse de forma fiable como predictores de

respuesta o toxicidad al MTX en la AR.

El mecanismo de accién del MTX es complejo y no se conoce con exactitud, aunque se
postulan cuatro posibles mecanismos: 1) inhibicién de la sintesis de purinas y pirimidinas 2)
disminucién de la acumulacidon de agentes tdxicos como las poliaminas, 3) reduccién de la
proliferacién de células del sistema inmunoldgico y 4) aumento de los niveles extracelulares de
adenosina (purina). Es de este ultimo mecanismo del que mas evidencias se dispone (Bruce N

Cronstein 2005; Chan and Cronstein 2002).

El MTX entra en la célula mediante el transportador de folatos reducidos (RFC1, también
llamado SLC19A1) y forma poliglutamatos que se acumulan dentro de la célula. El MTX
poliglutamado (MTXPG) inhibe la sintesis de purinas y pirimidinas al inhibir diferentes enzimas
metabdlicas de estas vias: la dihidrofolato reductasa (DHFR), la timidilato sintetasa (TS) y la 5-
aminoimidazol-4-carboxamida ribonucledtido formiltransferasa/ IMP (ATIC) (Galivan 1980)

(Figura 7).

Al inhibir DHFR e indirectamente la metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR), disminuye la
reduccion de dihidrofolato a tetrahidrofolato (THF). THF es un precursor del cofactor 5 metil-
THF, que contribuye en la metilacién de la homocisteina para su conversién a metionina. La
metionina es un intermediario necesario para la sintesis de poliaminas fundamentales para el
crecimiento y la replicacién celular (van Ede et al. 1998; Kremer 2004). La MTHFR no se inhibe
directamente por MTX, pero estd influenciada por éste a través de sus efectos en la cadena de

folato intracelular.

Los MTXPG también inhiben la TS, una enzima esencial en la biosintesis de pirimidinas, que
convierte desoxiuridilato en desoxitimidilato (Szeto et al. 1979). Asimismo, los MTXPG causan
acumulacién intracelular de AICAR (5-Aminoimidazole-4-carboxamide ribonucleotide) y una
disminucién de FAICAR (10-formil AICAR) al inhibir ATIC. El acimulo de AICAR aumenta la

inhibicion de la adenosindesaminasa (ADA), lo que conlleva a un aumento de adenosina
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extracelular, uno de los mecanismos de accién del MTX. Por otro lado, la disminucién de
FAICAR, afecta secundariamente en la via del ATP, y producen una disminucion en la sintesis

de purinas de novo (Kremer 2004).

La retencidon de MTX dentro de la célula, se ve facilitada por la poliglutamacién producida por
la encima folipoliglutamato sintetasa (FPGS). Este proceso puede ser revertido por la enzima
gamma glutamil hidrolasa (GGH) y facilita el flujo de salida de MTX. La salida de MTX de la

célula se produce a través de la familia de transportadores ATP-binding cassette (ABC).

En la presente tesis el estudio farmacogenético del MTX en la AR lo hemos dividido en:
1) genes de la via metabdlica del acido félico que son diana del MTX.
2) genes implicados en el transporte intra y extracelular del MTX y en la poliglutamacién de

éste.

1.2.3.1 Genes de la via metabdlica del acido félico que son diana del MTX

Los genes mas estudiados que forman parte de la via metabdlica del dcido félico son MTHFR,

DHFR, TSy ATIC. FIGURA 7
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Figura 7. Via metabolica y de transporte del Metotrexato. SLC19A1(RFC-1):
transportador reducido del folato 1; FPGS: foli poligama glutamato sintetasa;
GGH: Gamma glutamil hidrolasa; ABC: “ATP-bindingcassette”; AICAR: 5-
aminoimidazol 4-carboxamida ribonucleotido; FAICAR: 10-formil AICAR; ATIC:
AICARformiltransferasa; ADA: Adenosindesaminasa; TS: Timidilatosintetasa;
duMP : Desoxiuridilato; dTMP : Desoxitimidilato; DFHR:
Dihidrofolatoreductasa; FH2: Dihidrofolato; FH4: Tetrahidrofolato; 5,10 CH2-
THF: 5,10-methilenotetrahidrofolato; 5 CH3-THF: 5-methiltetrahidrofolato;
MTR: 5-metiltetrahidrofolato-homocisteina metiltransferasa; MTHFR:
Metilentetrahidrofolatoreductasa; HCys: Homocisteina; Met: Metionina.
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- Metilentetrahidrofolato Reductasa (MTHFR)

La MTHFR cataliza la reducciéon del 5,10-metilentetrahidrofolato a 5-metiltetrahidrofolato, un
cofactor indispensable como donador de grupos metilos requeridos para llevar a cabo la
remetilacion de homocisteina a metionina. Su inhibicion conduce a una disminucién de
poliaminas, moléculas necesarias para el crecimiento y replicacion celular.

El gen MTHFR se encuentra localizado en el cromosoma 1p y contiene 11 exones (Goyette et
al. 1998). Se han descrito varios polimorfismos en el gen MTHFR, aunque los mas estudiados
son rs1801133 (677C>T) y rs1801131 (A1298C).

MHTFR rs1801133 (677C>T) es un polimorfismo no sinénimo que origina la sustitucion de
alanina por valina en el coddn 222 de la enzima MTHFR. Este cambio de aminoacido produce
una forma termoldbil de MTHFR que disminuye su actividad y produce una elevaciéon
secundaria de los niveles de homocisteina en plasma.

MTHFR rs1801131 (1298A>C) es también un polimorfismo no sinénimo que origina la
sustitucidon de glutamina por alanina en el dominio C-terminal de la enzima MTHFR, lo que

produce la disminucidn de la actividad de ésta.

- Dihidrofolato Reductasa (DHFR)

El gen de la DHFR esta localizado en la regién q11.2-q13.2 del cromosoma 5. La dihidrofolato
reductasa convierte dihidrofolato en tetrahidrofolato, un grupo metilo requerido para la
sintesis de novo de purinas, timidina monofosfato y ciertos aminodcidos. Debido a que el
tetrahidrofolato, el producto de esta reaccidn, es la forma activa de folato en los seres
humanos, la inhibicién de DHFR puede causar deficiencia de folato funcional. DHFR es una
diana terapeutica atractiva debido a su papel fundamental en la sintesis de ADN precursor. El

MTX inhibe DHFR y reduce indirectamente la produccién de THF.

- Timidilato Sintetasa (TS)

El gen TS esta situado en el cromosma 8 (chr18 : p11.32 - p11.32). La TS es una enzima clave en
la sintesis de novo del timidilato y se inhibe directamente por MTXPG. En la region promotora
del gen de la TS se han descrito distintos polimorfismos que tienen relacion con la
transcripcién del gen ( Figura 8).

En la region promotora de la TS hay una secuencia variable de repeticiones en tandem (VNTR)
de 28 pares de bases. Los alelos con dos (TS*2) y tres (TS*3) repeticiones en tandem son los
mas frecuentes. Existe una asociacion entre el polimorfismo VNTR y los niveles de expresion
proteica, probablemente a consecuencia de la eficiencia en la traduccién del gen, y/o de la

actividad enzimatica. El VNTR también afecta al nivel de actividad; el ARN mensajero con tres

50



repeticiones tiene una mejor eficiencia en la traduccién que los que tienen dos repeticiones.
Los individuos homocigotos para la triple (3R) repeticidn del alelo de TS presentan una mayor
expresion de ARNm y una mayor actividad enzimdtica de TS en comparacion con aquellos con
el alelo 2R (Ranganathan 2008). Asimismo, en la segunda repeticion del alelo TS*3 existe un

SNP que consiste en una sustitucién G>C en el nucledtido 12.

USF
E-Box
* *
IR s JCCGCGCCACTTGGCCTGCCTCCOGTCCCG|CCGCGCCACTTEGCCTGCCTCCGTCCCE

* * %
R CCGCGCQAQTTQGCCTGCCTCCGTCCCGlCCGCGCQ&Q‘;TQGCCTGCCTCCGTCCCGlCCGCGCCACTTcGCCTGCCTCCGTCCCC
USF USF \snp
E-Box E-Box &

Figura 8. Secuencia variable de repeticiones en tandem (VNTR) de 28 pares de bases situado en la region
promotora de la TS. Imagen extraida del articulo: Paez D, et al. J Cancer Res Clin Oncol. 2010 Nov;136(11):1681-9.

- Ciclina D1 (CCND1)

El gen de la ciclina D1 (CCND1) se localiza en en cromosoma 11 (q13.3 - q13.3).

En el ciclo celular la ciclina D1 interviene en la fosforilacién de la proteina retinoblastoma, que
provoca la liberacién de los factores de transcripci6 E2F-1 y DP-1. Estos factores de
transcripcién regulan genes implicados en la replicacion del ADN, entre los cuales cabe
destacar la TSy la DHFR. La CCND1 modula de una forma indirecta los niveles de TS, y modifica
consecuentemente los niveles de MTXPG intracelulares.

El polimorfismo A870G del gen CCND1 modula el splicing del mRNA y altera la expresion de la
ciclina D1 [Betticher et al, 1995].

- 5-aminoimidazol-4-carboxamida ribonucleétidoformil transferasa (ATIC)

El gen ATIC esta localizado en el cromosoma 2 (chr2 : q35 - g35). La proteina ATIC estd
implicada en la liberacién extracelular de adenosina, al desempefiar un papel fundamental en
los efectos anti-inflamatorios de MTX (B N Cronstein, Naime, and Ostad 1993).

El polimorfismo mas estudiado de ATIC, rs2372536 (347C>G), provoca un cambio de
aminodcido de Treonina a Serina. El polimorfismo puede causar una disminuciéon en la
actividad enzimatica de ATIC y afectar a la acumulacidon de AICAR, hecho que produce un

aumento de la liberacién extracelular de adenosina.
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1.2.3.2 Genes implicados en el transporte intra y extracelular del MTX y en su

poliglutamacion

- Transportador de folato reducido de proteina 1 (RFC1)

El RFC1, también conocido como SLC19A1, media el transporte del MTX dentro de la célula.
Debido a esta implicaciéon en el transporte intracelular del farmaco (Dixon et al. 1994; Prasad
et al. 1995; Matherly, Hou, and Deng 2007), se han estudiado diferentes polimorfismos de su
gen, localizado en el cromosma 21 (21g22.3), con el fin de encontrar asociacidn con la eficacia

y/o toxicidad del MTX en pacientes con AR .

- ATP-binding cassette B1 (ABCB1)

Los transportadores ATP-binding cassette (ABCs) estan implicados en el flujo de salida del MTX
celular. En concreto el gen ABCBI, situado en el cromosoma 7 (chr7 : q21.12 - gq21.12) y
codifica para la glicoproteina-P, que participa en el eflujo de xenobidticos. Varios estudios
realizados en pacientes con AR describen que polimorfismos de los transportadores ABC
podrian tienen un impacto significativo sobre las propiedades farmacocinéticas de MTX. El mas

estudiado es el SNP funcional C3435T en el exdn 26 del gen [Hoffmeyer et al, 2000].

- Folipoliglutamato sintetasa (FPGS)

El gen de FPGS esta localizado en el cromosoma 9 (q34.11 - g34.11). La cantidad de MTX
poliglutamado intracelular depende, en gran medida, de la actividad de la FPGS, que es la
enzima encargada de unir moléculas de glutamato al MTX. Se ha demostrado que el MTXPG es
al menos tan eficaz como el MTX en su papel de inhibicion de DHFR (Galivan 1980), pero
presenta una mayor retencion celular que proporciona un mayor potencial citotéxico que el
MTX sin poliglutamar. Sin embargo, pueden aumentar la toxicidad de MTX por tener una vida

media mas larga dentro de la célula.

- Gamma glutamil hidrolasa (GGH)
El gen GGH se situa en el cromosoma 8 (chr8 : q12.3 - q12.3). La enzima GGH tiene la funcién
de revertir la poligutmacién del MTX. Permite de este modo que el MTX pueda ser eliminado

de la célula (Schneider and Ryan 2006).
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La Farmacogenética estudia las variantes genéticas que influyen en la respuesta a los
farmacos, con el objetivo que los pacientes puedan someterse a tratamientos mas eficaces y
menos toxicos. Los estudios farmacogenéticos estan adquiriendo una especial relevancia en el
campo de la reumatologia clinica, dado que los tratamientos inmunosupresores no siempre

son efectivos y pueden asociarse a la aparicién de efectos adversos.

La hipdtesis de este trabajo es la existencia de marcadores genéticos que puedan predecir la

toxicidad y/o la respuesta al metotrexato en pacientes con artritis reumatoide.

Los objetivos del trabajo son:

Valorar la utilidad de diferentes marcadores farmacogenéticos en relacidn a la respuesta y/o

toxicidad de pacientes con artritis reumatoide tratados con metotrexato en monoterapia:

1) Analizar la asociacién entre las variantes farmacogenéticas de los genes DHFR, TS, MTHFR,
ATIC y CCND1 involucrados en el mecanismo de accién del MTX y la respuesta y/o toxicidad del

MTX en pacientes con artritis reumatoide.

2) Evaluar la asociacién entre las variantes farmacogenéticas de los genes SLC19A1/RFC1,
ABCB1, FPGS y GGH involucrados en la farmacocinética del MTX y la respuesta y/o toxicidad

del MTX en pacientes con artritis reumatoide.
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3.1 POLYMORPHISMS IN GENES INVOLVED IN THE MECHANISM OF ACTION OF
METHOTREXATE: ARE THEY ASSOCIATED WITH OUTCOME IN RHEUMATOID ARTHRITIS
PATIENTS?

Salazar J, Moya P, Altés A, Diaz-Torné C, Casademont J, Cerda-Gabaroi D, Corominas H, Baiget M.

Pharmacogenomics. 2014 Jun;15(8):1079-90. doi: 10.2217/pgs.14.67. PMID:25084201

RESUMEN

- Antecedentes: El metotrexato (MTX) es la primera linea de tratamiento para los pacientes
con artritis reumatoide (AR) de diagndstico reciente. Sin embargo, solo responden al

tratamiento entre el 50 y 70% de los pacientes y hasta un 30% sufren toxicidad.

- Objetivo: Identificar marcadores farmacogenéticos de respuesta y/o toxicidad en pacientes

con AR tratados con MTX.

- Métodos: Se analizaron 27 variantes genéticas en los genes DHFR, TYMS, MTHFR, ATIC y
CCND1.

- Resultados: Se incluyeron 124 pacientes con AR tratados con MTX en monoterapia. En el
analisis multivariado dos variantes en el gen MTHFR, rs17421511 (P = 0,024) y rs1476413 (P =
0,0086), y una en el gen DHFR, rs1643650 (P = 0,026), se asociaron con la respuesta al farmaco.
La variante rs16853826 ATIC se asocid con toxicidad (P = 0,039).

- Conclusiéon: variantes genéticas en MTHFR, DHFR y ATIC pueden considerarse como
marcadores farmacogenéticos de eficacia y/o toxicidad en los pacientes con AR tratados con

MTX en monoterapia.

Palabras claves: Metotrexato, Artritis reumatoide, 5,10-metilenotetrahidrofolato reductasa
(MTHFR), dihidrofolato reductasa (DHFR), 5-aminoimidazol-4-carboxamida ribonucleotido

transformilasa (ATIC)
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Polymorphisms in genes involved in the
mechanism of action of methotrexate:
are they associated with outcome in
rheumatoid arthritis patients?

Background: Methotrexate (MTX) is the first-line treatment option for newly
diagnosed rheumatoid arthritis (RA) patients. However, 50-70% of the patients
respond to treatment and 30% suffer toxicity. Aim: To identify pharmacogenetic
markers of outcome in RA patients treated with MTX. Patients & methods: We analyzed
27 genetic variants in DHFR, TYMS, MTHFR, ATIC and CCND1 genes. Results: We
included 124 RA patients treated with MTX monotherapy. In multivariate analyses
two variants in the MTHFR gene were associated with response, rs17421511 (p = 0.024)
and rs1476413 (p = 0.0086), as well as one in the DHFR gene, rs1643650 (p = 0.026). The
ATIC rs16853826 variant was associated with toxicity (p = 0.039). Conclusion: MTHFR,
DHFR and ATIC genetic variants can be considered as pharmacogenetic markers of

outcome in RA patients under MTX monotherapy.

Original submitted 10 January 2014; Revision submitted 28 March 2014

Rheumaroid archritis (RA) is a chronic, sys-
temic, inflammartory autoimmune discase
of unknown etiology. Although it mainly
affects the diarchrodial joints, extra-articular
manifestarions may appear. RA pachogen-
esis is due to a complex interacrion berween
environment and genes, leading to a break-
down of the immune rolerance and synovial
inflammation (1.

Synovial rissues are the target of discase-
modifying antirheumaric drugs (DMARDs),
which act by modifying the course of the dis-
ease in order to achieve clinical remission or
low discase activity. Methotrexate (MTX)
relieves symproms of joint pain and swelling
and also protects against long-term sequelac,
such as joint destruction, deformity and dis-
ability. It is used worldwide as the first-line
treatment option for newly diagnosed RA
patients owing to its efficacy and safety [2-5].

However, only 50-70% of paticnts respond

1N INT/OGS AT @ N4 Futvere Modicina Lt

to treatment and up to onc-third disconrinue
trearment because of adverse drug events
(ADEs) [6-10]. New biologic therapies are
highly effective in RA, but they are expen-
sive and have significant coxicity profiles. It
is therefore of grear interest ro identify bio-
markers that help t predicc MTX efficacy
and toxiciry before starting therapy.

The mechanism of action chrough which
MTX causes anti-inflammatory effects is
complex n1. Once inside the cells,
a portion of MTX is polyglutamylated and
this reaction generartes active forms of the
drug, the MTX polyglutamates (MTXPGs)
2. MTX and MTXPGs inhibit several
enzymes involved in the folate pathway. The
DHFR enzyme reduces dihydrofolate into
tetrahydrofolate (THF) and its inhibition
alters purine and thymidylate biosynthesis.
TYMS catalyzes the methylacion of deoxy-
uridine-5-monophosphate  to  deoxythy-
midine-5-monophosphate, a precursor of
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de novo pyrimidine synthesis. Gene expression of the
DHFR and TYMS enzymes is regulated by the tran-
scription factors E2F-1 and DP-1. The availabilicy of
these transcription factors is controlled by CCNDI, a
protein involved in Rb protein phosphorylacion (i3],
The enzyme MTHEFR, which catalyzes the reduction
reaction of 5,10-methylene-THF to 5-mechyl THF, is
not directly inhibited by MTX alchough its function-
aliry is influenced by rhe deplerion of the intracellular
folate pool due to DHFR inhibition. MTXPGs also
target TYMS and ATIC. The ATIC enzyme cata-
lyzes che last two steps of de novo purine synchesis. Its
inhibition produces an intracellular accumulation of
AICAR, increasing the release of adenosine into the
circulation. Excracellular adenosine increases cAMP,
which inhibits production of proinflammatory cyto-
kines, such as TNF-a, IFN-y and IL-1f. These cyto-
kines play a key role in the inflammacory process in
RA and their inhibition accounts for the therapeutic
cffect of MTX 114].

The variable clinical response and the unpredictable
toxicity in RA partients receiving MTX prompted us w0
study the role of genetic variants in the DHFR, TYMS,

S

dTMP f
dUMP >
C

Pyrimidine
synthesis

MTHFR, ATIC and CCNDI genes as biomarkers of
response and toxicity.

>

The patients included in this study were recruited con-
secutively from January 1999 ro April 2012 ar the Hos-
pital de la Santa Creu i Sant Pau (Barcelona, Spain) and
Hospital Moises Broggi (Barcelona, Spain). All met
the European League Against Rheumatism (EULAR)/
American Colleage of Rheumarology (ACR) criteria
for diagnosis of RA. This scudy was approved by the
institutional ethics committees and all patients signed
informed consent for sample collection and analysis.
The patients received MTX monotherapy for ac
least 6 months. MTX was administered at standard
doses (7.5-25 mg/wecek), either orally or subcurane-
ously, and was coadministered wich folic or folinic acid
supplementation. Other DMARDs (aurotherapy, aza-
thioprine, sulfasalazine, leflunomide and chloroquine)
were previously administered in half of the partients.
The exclusion criteria were: the use of >10 mg/day of
prednisone or equivalent, and simultaneous treatment

MTX
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with other DMARDs. Patients’ clinical dara (gender,
age at disease onset, duration of MTX treatment, time
interval from disease onset to MTX treatment, rheu-
matoid factor status. anti-CCP status, concomitanc use
of corticoids and folic acid) were collected from clinical
records.

Disease activity was measured using the Disease
Activity Score (DAS28) [15], the Simplified Disease
Activity Index (SDAI) and the Clinical Disease
Activity Index (CDAT) [16]. Clinical response to MTX
cherapy was evaluared using the EULAR criteria chat
takes into account the differences between DAS28
scores at baseline and at 6 months (17}. Response was
defined as: good, when the DAS28 score at end point
was £3.2 and improvement from bascline was 21.2;
moderate, when DAS28 at end point was between
3.2 and 5.1, together with an improvement berween
0.6 and 1.2; or poor, when DAS28 at end point was
higher than 5.1 and the improvement was <0.6 over
the baseline DAS28. For data analysis, we classified
the patients as good or moderare as responders and
the parients classified as poor as nonresponders.

ADEs were defined following the criteria derailed
in - Toxicity was measured as the time from the
start of MTX monotherapy to drug discontinuarion
due to the appearance of any of the ADEs reported
in ;
Clinical parameters in all patients were evaluated by
the same rheumarologist (C Diaz-Torné from the Hos-
pital de la Santa Creu i Sant Pau and H Corominas

Adverse drug event Definition

Hepatotoxicity

from the Hospiral Moises Broggi), guaranteeing homo-

P 581 8 g
geneity of clinical criteria. Both investigators were
blinded to generic resuls.

‘>

We selected 27 polymorphisms located in five genes
(DHFR, TYMS, MTHFR, ATIC and CCNDI)
involved in the mechanism of action of MTX. The
SNPs within these genes were selected using HapMap
genome browser and Haploview software v.4.2 and
public literature resources (NCBI PubMed). Selection
criteria were: an r° threshold of 0.8: a minor allele fre-
quency =10% in Caucasians; and published clinical
associations. shows the characreristics of the
SNPs analyzed.

Genomic DNA was extracted from peripheral blood
by the saling-out procedure (Autopure, Qiagen,
Hilden, Germany) and DNA was quantified using the
BioSpec-nano spectrophotometer (Shimadzu, Duis-
burg, Germany). SNPs were genotyped by means of
real-time PCR using a 48.48 dynamic array on the
BioMark™ syscem (Fluidigm, CA, USA). The sam-
ples and the TagMan® SNP genotyping assay (Applied
Biosystems, CA, USA) mixes were prepared follow-
ing the manufacturer’s instructions. The end point
fluorescent image data were analyzed using Fluidigm
SNP Genotyping Analysis Software. The rs70991108
polymorphism, a 19 bp insertion/deletion in the
DHFR gene, was determined by a conventional PCR
method [15]. The common variants in the 7YMS gene,

ALT values <three-times the upper limit of normal levels in absence of previous

enzyme elevation, concomitant hepatotoxic drugs, positive viral hepatitis markers

and alcohol consumption
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ALT values zthree-times the upper limit of normal levels

Nausea, anorexia, vomiting and abdominal pain

Loss of the mucosal layer within the mouth
A local subcutaneous swelling or tissue lump in association with rheumatoid

Severe or mild depending on the patients’ necessity of intravenous treatment

Including lower urinary tract infection

Dyspnea (with or without dry cough, fever and malaise) associated with a new

interstitial pneumonitis at x-ray in absence of any demonstrable infectious

etiology
Leukopenia
Cancer of solid organ

future science group

Mild leukopenia: 4.0-2.0 x 10%/I, moderate: 2.0-0.5 x 10%] and severe <0.5 x 10%/I
Solid tumors that grow as a mass of cells in a particular organ, tissue or gland
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Gene (location) refSNP Change Region MAF
DHFR (5911.2-q13.2) rs408626 A>G S'—UTR 0.46
rs1650697 G>A Exon 1 (5-UTR) 0.23
rs70991108 19pb ins/del Intron 1 0.46
rs1643650 T>C Intron 3 0.27
TYMS (18p11.32) rs45445694 VNTR 28 bp 5-UTR -
15183205964 C>G nt12 VNTR S-UTR -
rs2847153 G>A Intron 2 0.17
rs2847150 G>A Intron 3 0.27
rs2847149 G>A Intron 3 0.42
rs16948305 T Intron 3 0.12
MTHFR (1p36.3) rs13306561 A>G Intron 1 0.14
rs9651118 T>C Intron 2 0.20
rs11121832 T Intron 4 0.25
rs4846052 T Intron 4 0.41
rs17421511 G>A Intron 4 0.19
rs1801133 T Exon 5 (p.Ala222Val) 0.37
rs1801131 A>C Exon 8 (p.Glu429Ala) 0.29
rs1476413 T Intron 10 0.27
ATIC (2g35) rs10197559 T Intron 4 0.35
rs16853782 A>G Intron 4 0.21
rs2372536 G Exon 5 (p.Thr116Ser) 0.26
rs12995526 T>C Intron 8 0.46
rs7586969 A>G Intron 12 0.44
rs2177735 A>G Intron 12 0.33
rs16853826 G>A Intron 12 0.13
CCND1.(11q13) rs9344 G>A Exon 4 (p.Pro241Pro) 0.47
rs649392 A>G Intron 4 0.42

1545445694 and rs183205964, were derermined fol-
lowing previously described PCR conditions (19] and
directly sequencing in an ABI PRISM® 3100 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems). 7YMS genotypes of
the patients were classified into high expression type
(*2/*3G, *3C/*3G and *3G/ 3G) or low expression
type (*2/ %2, *2/*3Cand *3C/ *3C) |20].

We used the Regulome dacabase [21] to explore evidence
for putative regulatory functions of che variants. The
Regulome darabase contains data from Encyclopedia
of DNA elements (ENCODE), expression quancita-
tive trait loci and published licerature 1221. We used the
software Alamur version 2.3 (Interactive Biosoftware.
Rouen, France) to explore evidence for accepror and

Pharmacogenomics (2014) 15(8)

donor splice sites. This software integrates four differ-
ent prediction algorithms: SpliceSiteFinder-like, Max-
EntScan, Splice Site Prediction by Neural Nerwork
and Human Splicing Finder.

A y* rtest was used to study univariate relationships
between clinical and genetic variables and response of
MTX at 6 months. No adjustments were performed
for multiple testing. An associadion analysis was per-
formed for each SNP using logistic regression models
adjusted for covariates (gender, age ac disease onset
and number of previous DMARDs used) and assum-
ing differenc genetic models (dominant, recessive,
codominant and additive), Toxicity was measured as
the time from the start of MTX monotherapy to the

cq
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drug discontinuation due to the appearance of any of
the ADEs reported in . Survival curves were
estimared using the Kaplan—Meier method. Univariate
differences in the survival curves were evaluated using
the log-rank rest. Results were considered stacistically
significant when bilateral p -values were less than 0.05.

A roral of 124 RA patients, 101 (81.5%) women and 23
(18.5%) men, treated with MTX in monotherapy, were
enrolled in this study. They had taken 0-3 DMARDs
prior to teatment with MTX. Ninety-five patients
(76.6%) were rheumaroid factor positive and 90 patients
(72.2%) were positive for anti-CCP  antibodies

. We evaluated toxicity in 124 patients but
response in only 61 because the EULAR response cri-
teria requires many clinical parameters. Unfortunacely.
these clinical parameters are not always collecred in the
clinical records.

We evaluated the response of MTX at 6 months.
According to the EULAR response criceria, 45 pacients
(73.8%) were responders and 16 patients (26.2%)
were nonresponders. The mean weekly dose of MTX
in these patients was 9.13 mg (5-20 mg). All the
patients received folic or folinic acid supplementation.
At the onset of treatment, the mean DAS28 was 5.13
(2.17-8.2), the mean SDAI was 24.12 (2.6-71.8) and
the mean CDAT was 21.65 (5-63.7). At 6-month fol-
low-up, the average weekly dose of MT'X was 12.0 mg
(5-25 mg). Mean DAS28 was 3.48 (1.13-6.4), mcan
SDAI was 10.91 (0.7-42.2) and mean CDAI was
9.92 (0.0-37.2). Clinical acrivity indexes (DAS28,
SDAI and CDAI) ar 6 months of MTX showed a
clear improvement in disease activity regardless of the
index used.

Fifty-nine (47.6%) of cthe 124 patients had adverse
effects related to MTX, the most frequent being gas-
trointestinal complaines (19%) and  hepatotoxicity
(14.3%:;
these 59 patients.

). Response was evaluated in 31 of

summarizes the univariate and multivariate
analyses of genetic polymorphisms and MTX efficacy
assessed using the EULAR response criteria. In the
univariate analyses, chree SNPs in MTHFER gene wete
associated with response: 1511121832 C>T, rs17421511
G>A and 51476413 C>T. For rs11121832, 85.3% of the
homozygous C/C, 61.9% of the heterozygous C/T and
50% of the homozygous T/T patients were respond-
ers (p = 0.02 in an additive model). For rs17421511,
82.9% of the homozygous G/G, 56.2% of the hetero-
zygous G/A and 50% of the homozygous A/A patients

-
) future science group

were responders (p = 0.029 in an addicive model). For
151476413, 82.9% of patients with the C/C genotype,
68.4% wich che C/T genorype and 42.9% wich the T/T
genotype were also responders (p = 0.028 in an addi-
tive model). In the multivariate analyses, aftet adjust-
ing for all the relevant clinical variables, two of the
three MTHFR gene SNPs, 1517421511 and rs1476413,
retained cheir statistical association regardless of the
model of inheritance used in the analyses. The odds
ratio (OR) was 3.35 (95% CI: 1.10-10.24; p = 0.024
in an additive model) for rs17421511, and 3.56 (95%
CI: 1.28-991: p = 0.0086 in an additive model) for
151476413, Although rs17421511 and rs1476413 were
in a high linkage disequilibrium (D = 0.939), they
were not good predictors of each other because the
value was low (* = 0.584). For this reason. we used
both SNPs for the association studies. The multivariate
analyses of the SNPs in the DHFR gene showed that
rs1643650 was significandy associated with response:
patients with a T/C or C/C genotvpe showed a bee
ter response o MTX monocherapy than patients with

Characteristics

Number

Women, n (%)

Age at onset the treatment, mean (SD), years
Duration of MTX treatment, mean (SD), months
Number of previous DMARD, n (%)
-0

-1

-2

-3

RF positive, n (%)

Anti-CCP positive, n (%)

Adverse effects, n (%)

— Hepatotoxicity

— Liver disease

- Gastrointestinal complaints

- Mucosal ulcerations

- Nodulosis

- Infections

- Alopecia

- Lung disease

- Mild leukopenia

— Leukopenia (moderate-serious)

- Cancer of solid organ

www.futuremedicine.com

Values

124

101 (81.5)
55.62 (1.297)
66.6 (10.81)

60 (48.4)
34 (27.4)
25 (20.2)
5 (4,0)

95 (76.6)
90 (72.6)

18 (14.3)
3(2.4)
24 (19)
1(0.8)
2(1.6)
5 (4.0)
10 (7.9)
4(3.2)
1(0.8)
4(3.2)
2(1.6)
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a T/T genotype (OR: 0.31; 95% CI: 0.10-0.96;
p = 0.026). None of the SNPs remained significantly
associated with response in the multiple comparison
correction (false-discovery rate).

Because MTHFR and DHFR variants were con-
sistently associated with response, we constructed a
‘responder genotype’. We considered that patients who
were G/G for rs17421511, C/C for rs1476413 and T/C
or C/C 151643650 had the responder genotype. Eigh-
teen out of 61 patients evaluated for response had the
responder genotype while the remaining 43 patients
had other genotype combinations. Seventeen (94.4%)
patients with the responder genotype responded to
treatment, while only 28 (65.1%) patients with the
other genotype combinations responded (p = 0.019 in
an additive model). The responder genotype retained
its scatistical association in the multivariate logis-
tic regression analysis (OR: 12.8; 95% CI: 1.4-125;
p = 0.025). These results show that MTHFR and DHFR

genetic variants have an additive effect on response.

includes the adverse effects developed by the
padents analvzed. The most common ADEs in our
cohort were: gastrointestinal complaints, hepatotox-
icity and alopecia. We performed univariate analyses
considering these roxicities separately and we did not
find significant associations (data not shown). The
Kaplan—Meier estimates in our cohort of 124 pacients
showed an associarion between MTX monotherapy
discontinuation due to toxicity and two SNPs in the
ATIC gene: a significant association with rs16853826
G>A (p = 0.039) and a trend toward significance with
1510197559 C>T (p = 0.055). For rs16853826, parients
with a G/G genotype presented a median time to drug
discontinuation of 169 monchs. This median time was
not reached in the remaining parients ). For
1510197559, patients that were carriers of a T allele
presented a median time to drug discontinuation of
138 months, This median rime was nor reached in the
remaining patients )

According to the Regulome database, rs1476413
MTHER scored as category 1f (likely to affect bind-
ing and linked to expression of a gene rarger). The two
SNPs that were linked with rs1476413 (rs3818762 and
rs12121543; r* = 1.0) also scored as category 1f. The
151643650 DIIFR presented a minimal binding evi-
dence, although five other SNPs that were highly cor-
related with this SNP (1 = 1.0; rs1677636, rs844370,
1863215, 151677626 and rs1478834) scored as category
1f. The application of the Alamut software indicated
that rs16853826 ATIC abolished a putarive acceptor

Pharmacogenomics (2014) 15(8)

site in the position ¢.1227+1538 (NM_004044.4) with
the following scores: 83.71 Human Splicing Finder
(range: 0-100), 3.71 MaxEnt (range: 0-16) and 85.41
SpliceSiteFinder-like (range: 0-100).

In the present study we found that two SNPs in the
MTHEFR gene, rs17421511 and rs1476413, and one in
the D/{FR gene, ts1643650, were significantly associ-
ated with response to MTX treatment in rheumaroid
archritis assessed using the EULAR response crite-
ria. We also found that two SNPs in the AT/C gene,
1516853826 and rs10197559, were associated with
toxicity.

Regarding response, mast studies evaluating the
pharmacogenomic role of the MTIFR gene in RA
patients treated with MTX analyzed two functional
variants:  C677T  (rs1801133; p.Ala222Val) and
A1298C (rs1801131; p.Glud29Ala). Two recent merta-
analyses reviewed the results from these studies. The
mera-analysis by Lee e 1. included eight scudies, with a
total of 1514 patients with RA 1231. They did not find any
association between the C677T and A1298C variants
and the toxicity and efficacy of MTX in RA patients. A
similar conclusion was reached in the meta-analysis by
Owen et al 24). They considered 17 studies, including
the eight studies contained in the Lee ef 2l. meta-analy-
sis. The authors also analyzed their own patient cohort.
They analyzed the C677T variant in 1375 patients for
efficacy and in 2043 patients for toxicity. Regarding
the A1298C polymorphisms, they revised data from
1140 patients for efficacy and from 1239 cases for roxic-
ity, and reporred that the MTHFR C6771 and A1298C
variants are nor reliable predicrors of ourcome in RA
patients treated with MTX. In concordance with the
abovementioned meta-analyses, we did not find a signif-
icanr association of C677T and A1298C variants with
response, bur as the present study included an additional
set of SNPs we found thac rs17421511 and rs1476413 in
the MTHFR gene can predice MTX efficacy. Pharmaco-
generic studies of the DHFR gene in RA patients under
MTX trearment are scarce. Wessels ef ol examined nva
SNPs, -473G>A (rs1650697) and 35289G>A, in a sub-
cohort of the BeST trial of 247 RA parients treated with
firse-line MTX monotherapy 125]. They did not find any
association between these polymorphisms and response
(DAS44 score at 3 or 6 months). We also analyzed the
151650697 SNP and confirmed this lack of association.
Milic er al. showed no association between rs408626
(A-317G DHFR) and response defined by EULAR
criteria. However, they found an association between
the -317AA DHFER genotype and lower response to
MTX treatment when relative DAS28 was used as a
measure [26]. Although we found no association berween
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refSNP n

n (%)
MTHFR rs13306561
AlA 44 32(72.7)
AlG 14 10(71.4)
G/G 3 3 (100)
MTHFR rs9651118
T 38 25 (65.8)
T/C 18 16 (88.9)
c/C 5 4 (80)
MTHFR rs11121832
c/C 34 29 (85.3)
T 21 13(61.9)
T 6 3 (50)
MTHFR rs4846052
c/C 23 19 (82.6)
ar 23 17 (73.9)
T 15 9 (60)
MTHFR rs17421511
G/G A 34 (82.9)
G/A 16 9 (56.2)
AIA 4 2 (50)
G/A- 20 11 (55)
A/A
MTHFR rs1801133
c/c 30 21 (70)
T 23 17 (73.9)
T 8 7 (87.5)
MTHFR rs1801131
A/A 30 24 (80)
A/C 22 16 (72.7)
c/C 9 5(55.6)
MTHFR rs1476413
c/C 35 29 (82.9)
T 19 13 (68.4)
T 7 3(42.9)
C/T=T/T 26 16 (61.5)

f

g .
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Responders, Nonresponders,

n (%)

12(27.3)
4(28.6)
0(0)

13(34.2)
2(11.1)
1(20)

5(14.7)
8(30.1)
3(50)

4 (17.4)
6 (26.1)
6 (30)

7 (17.1)
7 (43.8)
2 (50)

9 (45)

9 (30)
6 (26.1)
1(12.5)

6 (20)
6(27.3)
4 (44.4)

6 (17.1)
6 (31.6)
4(572.1)

10 (38.5)

Model

Codominant

Additive

Codominant

Additive

Codominant

Additive

Codominant

Additive

Codominant

Additive
Dominant

Codominant

Additive

Codominant

Additive

Codominant

Additive
Dominant

Univariate analysis

OR (95% CI)

1 (reference)
1.07 (0.28-4.06)
NA

0.70 (0.23-2.11)

1.00 (reference)
0.24 (0.05-1.21)
0.48 (0.05-4.75)
0.44 (0.14-1.32)

1 (reference)
3.57 (0.98-13.03)
5.80 (0.90-37.28)
2.67 (1.12-6.33)

1 (reference)

1.68 (0.40-6.97)
3.17 (0.71-14.10)
1.78 (0.84-3.77)

1 (reference)
3.78 (1.05-13.58)
4.86 (0.58-40.55)
2.71(1.08-6.77)
3.97 (1.20-13.18)

1 (reference)

0.82 (0.24-2.78)
0.33 (0.04-3.12)
0.67 (0.28-1.59)

1 (reference)
1.50 (0.41-5.48)
3.20 (0.65-15.70)
1.74 (0.80-3.80)

1 (reference)
2.23 (0.60-8.24)
6.44 (1.14-36.57)
2.47 (1.09-5.61)
3.02 (0.93-8.85)

p-value

0.77

0.77

0.15

0.1

0.06

0.022

0.31

0.13

0.07

0.029
0.022

0.57

0.35

0.36

0.16

0.08

0.028
0.06

Multivariate analysis

OR (95% CI)
»

1 (reference)
1.66 (0.36-7.58)
NA

0.89 (0.27-2.94)

1 (reference)

0.29 (0.05-1.61)
0.25 (0.02-2.79)
0.41 (0.14-1.24)

1 (reference)
3.29 (0.80-13.48)
4.53 (0.53-38.34)
2.42 (0.90~6.51)

1 (reference)
1.92 (0.39-9.39)
3.33 (0.62-18.02)
1.83 (0.79-4.24)

1 (reference)

5.51 (1.26-24.09)
5.34 (0.42-63.40)
3.35(1.10-10.24)
5.48 (1.34-22.37)

1 (reference)

0.74 (0.19-2.90)
0.51 (0.04-5.90)
0.73 (0.27-1.98)

1 (reference)
3.08 (0.59-16.20)
4.66 (0.74-29.31)
2.19 (0.89-5.37)

1 (reference)

3.91 (0.80-19.17)
12.15 (1.47-100.75)
3.56 (1.28-9.91)
5.32 (1.21-23.41)
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p-value

0.35

0.85

0.2

0.09

0.16

0.07

0.36

0.15

0.047

0.024
0.014

0.82

0.53

0.19

0.08

0.031

0.0086
0.017
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refSNP  n

DHFR rs1650697
G/G 39
G/A 21

AIA 1
DHFR rs70991108
Ins/ins 18
Ins/del 36
Del/del 7
DHFR rs1643650
T 26

T/IC 27

a/C 8
T/C-C/C 35
TYMS rs2847153
G/G 44
G/A 14
A/A 3
TYMS rs2847150
G/G 33
G/A 22
AJA 6
TYMS rs2847149
G/G 23
G/A 26
AlA 12
TYMS rs16948305
c/C 47

T 13

T 1

ATIC rs10197559
c/C 29

aT 23

T 9

Responders, Nonresponders,

n (%)

28 (71.8)
16 (76.2)
1(100)

16 (88.9)
25 (69.4)
4(57.1)

16 (61.5)
22 (81.5)
7 (87.5)

29 (82.9)

35 (79.5)
8 (57.1)
2 (66.6)

26 (78.8)
15 (68.2)
4(66.7)

18(78.3)
19 (73.1)
8(33.3)

34 (72.3)
10(76.9)
1 (100)

20 (69)
16 (69.6)
9 (100)

n (%)

11 (28.2)
5(23.8)
0(0)

2 (11.1)
11 (30.6)
3 (42.9)

10 (38.5)
5 (18.5)
1(12.5)

6(17.1)

9 (20.5)
6(42.9)
1(33.4)

7(21.2)
7 (31.8)
2(33.3)

5(21.7)
7 (26.9)
4 (66.7)

13(27.7)
3(20.1)
0(0)

9 (31)
7 (30.4)
0(0)

Pharmacagenomics (2014) 15(8)

Model

Codominant

Additive

Codominant

Additive

Codominant

Additive
Dominant

Codominant

Additive

Codominant

Additive

Codominant

Additive

Codominant

Additive

Codominant

Additive

Univariate analysis

OR (95% CI)

1 (reference)
0.80 (0.23-2.70)
NA

0.71 (0.22-2.25)

1 (reference)
3.52 (0.69-18.00)
6.00 (0.74-48.90)
2.48 (0.91-6.74)

1 (reference)

0.36 (0.10-1.27)
0.23 (0.02-2.15)
0.42 (0.16-1.10)
0.33 (0.10-1.08)

1 (reference)
2.92 (0.8-10.57)
1.94 (0.16-23.92)
1.95 (0.76-5.05)

1 (reference)
1.73 (0.51-5.90)
1.86 (0.28-12.31)
1.47 (0.64-3.38)

1 (reference)

1.33 (0.36-4.95)
1,80 (0.38-8.53)
1.34 (0.62-2.90)

1 (reference)
0.78 (0.19-3.31)
NA

0.67 (0.18-2.56)

1 (reference)
0.97 (0.30-3.18)
NA

0.50 (0.20-1.24)

p-value

0.83

0.83

0.15

0.06

0.16

0.06
0.06

0.26

0.17

0.63

0.37

0.76

0.46

1.00

1.00

0.16

Multivariate analysis

OR (95% C1)
»

1 (reference)
1.13 (0.30-4.24)
NA

0.92 (0.27-3.12)

1 (reference)

4.14 (0.68-25.24)
7.23 (0.69-76.25)
2.72 (0.88-8.39)

1 (reference)
0.24 (0.05-1.09)
0.14 (0.01-1.65)
0.31 (0.10-0.96)
0.22 (0.05-0.88)

1 (reference)
2.60(0,62-10.87)
1.81 (0.09-37.64)
1.92 (0.62-5.97)

1 (reference)
1.74 (0.43-7.02)
1.94 (0.23-16.56)
1.50 (0.59-3.80)

1 (reference)
1.51 (0.32-7.06)
2.35 (0.41-13.30)
1.53 (0.65-3.63)

1 (reference)
1.03 (0.22-4.93)
NA

0.90 (0.21-3.87)

1 (reference)
0.66 (0.17-2.59)
NA

0.38 (0.13-1.14)

future science grour

p-value

0.67

0.89

0.16

0.07

0.07

0.026

0.025

0.42

0.26

0.67

0.4

0.62

0.33

0.86

0.89

0.056

0.059
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refSNP n

ATIC rs16853782
A/A 40
A/G 18
G/G 3
ATIC rs2372536
c/C 3
(@l 24
G/G 6
ATIC rs12995526
T 18

TIC 27

C/C 16
ATIC rs7586969
AlA 21

AlIG 28
G/G 12
ATIC rs2177735
AlA 25
AlG 28
G/G 8
ATIC rs16853826
G/G 46
G/A 15
CCND17 rs9344
G/G 19
G/A 30
AlA 12

CCND1 rs649392

AlA 20
AIG 28
G/G 13

this SNP and the response defined by any clinical crite-
ria (EULAR. DAS28. SDAT or CDAI scores). we idenri-
fied a significant association between DHFR 151643650
and response. Owen et al, analyzed rs1643657 in the
DHER gene, which is in linkage disequilibrium with

future science aroun

Responders, Nonresponders,

n (%)

23 (72.5)
13 (72.2)
3(100)

26 (83.9)
15 (62.5)
4 (66.7)

16 (88.9)
17 (63)
12 (75)

15 (71.4)
19 (67.9)
11(91.7)

21 (84)
18 (64.3)
6(75)

34 (73.9)
11 (73.3)

16 (84.2)
19 (63.3)
10 (83.3)

14 (70)
19 (67.9)
12 (92.3)

n (%)

11 (27.5)
5(27.8)
0(0)

5(16.1)
9 (37.5)
2(33.3)

2 (11.1)
10 (37)
4 (25)

6(28.6)
9(32.)
1(8.3)

4(16)
10 (35.7)
2(25)

12 (26.1)
4(26.7)

3(15.8)
1 (36.7)
2 (16.7)

6 (30)
9(32.1)
1(2.7)

Model Univariate analysis Multivariate analysis
OR (95% CI) p-value OR (95% CI) p-value
1 5
Codominant 1 (reference) 0.79 1 (reference) 0.45
1.01 (0.29-3.52) 0.97 (0.25-3.73)
NA NA
Additive 0.71 (0.25-2.03) 0.79 0.70 (0.22-2.24) 0.54
Codominant 1 (reference) 0.18 1 (reference) 0.13
3.12 (0.88-11.05) 3.96 (0.95-16.51)
2.60 (0.37-18.25) 3.24 (0.39-27.01)
Additive 1.95 (0.83-4.56) 0.12 2.22 (0.86-5.68) 0.09
Codominant 1 (reference) 0.13 1 (reference) 0.08
4.71 (0.89-24.86) 9.04 (0.92-88.82)
2.67 (0.42-17.05) 5.94 (0.51-69.42)
Additive 1.47 (0.68-3.21) 0.32 1.78 (0.70-4.52) 0.22
Codominant 1 (reference) 0.22 1 (reference) 0.31
1.18 (0.34-4.07) 0.83 (0.22-3.17)
0.23 (0.02-2.17) 0.21 (0.02-2.12)
Additive 0.64 (0.28-1.46) 0.28 0.55 (0.22-1.40) 0.20
Codominant 1 (reference) 0.26 1 (reference) 0.17
2.92 (0.78-10.91) 3.97 (0.88-18.05)
1.75 (0.26-11.99) 2.39(0.27-20.93)
Additive 1.56 (0.68-3.59) 0.29 1.83 (0.70-4.75)  0.21
1 (reference) 0.96 1 (reference) 0.95
1.03 (0.28-3.86) 0.96 (0.23-3.95)
Codominant 1 (reference) 0.18 1 (reference) 0.2
3.09 (0.73-13.03) 3.80 (0.71-20.15)
1.07 (0.15-7.54) 1.53 (0.16-14.41)
Additive 1.15 (0.51-2.59) 0.73 1.33(0.51-3.48) 0.56
Codominant 1 (reference) 0.17 1 (reference) 0.14
1.11 (0.32-3.83) 0.86 (0.21-3.54)
0.19 (0.02-1.85) 0.14 (0.01-1.52)
Additive 0.59 (0.26-1.35) 0.20 0.47 (0.18-1.22) 0.11
rs1643650 (r* = 1), and found no associarion with

response. However, they found three SNPs (rs1643657.
rs10072026 and rs12517451) significandly associated
wirh risk of cessation of treatment due to ADEs 127], In
2007, Wessels et al. designed a pharmacogenetic model
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for the probability of response to MTX in patients wich
RA [281. Recently, this group of researchers showed thar
the model was a good predicror of nonresponsc in naive
recent-onset RA parients treated with DMARDs [29).
This model includes four SNPs as variables (AMPDI1
rs17602729. ATIC rs2372536, ITPA rs1127354 and
MTHEDI rs17850560). One of them, ATTC rs2372536,
was also analvzed in our study. although we did not find
any association with response.

Pharmacogenamics (2014) 15(2)

The combined genotypes of MTHER and DHFER in
patients showing response to MTX allowed delinea-
tion of whar we have called ‘a responder genorype’. This
genetic paramerer, that identifies 94.4% of responder
patients, indicates that genetic variants of the MTHFR
and DHFR genes have an additive cffecc on response.
The three polymorphisms that define this responder gen-
otype are tagSNPs located in noncoding regions of the
two genes. Alchough che biological role of these SNPs is
unknown, the in silico daca indicare thar they could have
some regularory funcrion in the rarger gene expression.

Concerning the development of ADEs, a recent
review of 347C>G SNP (rs2372536: p.Thrl116Ser) in
the ATIC gene on MTX rtoxicity showed contradic-
tory findings (30). Three studies evidenced an asso-
ciation while three other papers found no association
between the SNP and woxicity. In the present study, we
evaluared toxicity as the period from the saart of MTX
monotherapy o drug wichdrawal due to any significant
ADE. This approach has two advantages: it avoids frag-
mencacion of the cohorr as it considers all the ADEs
together, and it takes into account a relevant measure-
ment for clinicians: the period of time clapsed undil
drug disconrinuarion due o the appearance of toxic-
ity. Using this approach, we did not find an association
with the 152372536 AT/C variant. However, we found a
significant association and a trend rowards significance
between toxicity and two tagSNPs in the AT/C gene,
rs16853826 and 510197559, both located in intronic
regions. Although the biological function of these SNTs
has not been determined, the dac from the Alamut
software predicts that the tagSNPs in the AT7C gene
could modify the splicing process.

The vast majority of MTX pharmacogeneric studies
in RA focused on a small number of funcrional SNPs in
genes involved in rthe drug’s mechanism of action. This
approach yielded inconclusive resules. The racionale of
our study was to have better coverage of these candidate
genes through che study of their tagSNPs along with che
abovementioned functional SNPs. The low number of
parients included in our study may account for the lack
of significance when multiple comparison correcrion
was applied. Despite this limitarion, the homogeneicy of
the clinical criteria was guaranteed as all pacients were
evaluated by only two theumatologists, both of whom
were blinded to the genetic results.

A confirmation study would increase the value of the
present results, strengthen our observation, and pro-
vide a solid base for genotyping as a part of therapy
individualization. Parients with RA who have a
high tolerance of MTX would likely benefic from an
increase in dose¢, while pacients wich a partial response
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oradverse eftects to the drug would require a biological
agent as firse-line trearmenr.

The generic variants identified in this study have the
porential ro be nused as prediceive markers of response
and toxicity in RA patients under MTX monotherapy.

Background
Methotrexate is the cornerstone of rheumatoid arthritis therapy.
Genetic determinants & response
Genetic variants in MTHFR and DHFR genes delineate a ‘responder genotype’ of response.
Genetic determinants & toxicity
Genetic variants in the ATIC gene act as pharmacogenetic markers of toxicity.
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3.2 METHOTREXATE PHARMACOKINETIC GENETIC VARIANTS ARE ASSOCIATED WITH
OUTCOME IN RHEUMATOID ARTHRITIS PATIENTS

Patricia Moya, Juliana Salazar, Maria Jesus Arranz, César Diaz-Torné, Elisabeth del Rio, Jordi

Casademont, Héctor Corominas, Montserrat Baiget.

Pharmacogenomics 2015. Aceptado para publicacién

RESUMEN

- Antecedentes: El metotrexato es el fdirmaco mas frecuentemente utilizado como tratamiento
de la artritis reumatoide, aunque su eficacia y apariciéon de efectos adversos difiere entre los

pacientes.

- Objetivo: Evaluar si variantes genéticas en los genes que participan en la farmacocinética del
farmaco se asocian con la eficacia y toxicidad en pacientes con artritis reumatoide en

tratamiento con metotrexato en monoterapia.

- Métodos: Se analizaron 28 polimorfismos en genes los genes SLC19A1/RFC1, ABCB1, FPGS y
GGH.

- Resultados: Se estudiaron 194 pacientes con artritis reumatoide tratados con metotrexato en
monoterapia. Los analisis mostraron una asociacién significativa entre la respuesta y dos
variantes en FPGS, rs10987742 y rs10106 (p = 0,033 y p = 0,041, respectivamente). Los analisis
también mostraron una asociacién significativa entre la variante rs10106 de FPGS vy la
supervivencia del MTX (p = 0,005) y la toxicidad (p = 0,021). Por ultimo, tres SNPs en el gen
ABCB1, rs868755, rs10280623 y rs1858923, se asociaron significativamente con una mayor
toxicidad (p = 0,025, p = 0,048 y p = 0,031, respectivamente).

- Conclusidn: Variantes genéticas en FPGS y ABCB1 pueden influir en la respuesta y toxicidad

del MTX en los pacientes con artritis reumatoide que reciben tratamiento en monoterapia.

Palabras claves: Artritis reumatoide, Metotrexato, Transportador de folatos 1 (SLC19A1/RFC1),
ATP-Binding Cassette Sub-Familia B Miembro 1 (ABCB1), Folilpoliglutamato Sintetasa (FPGS),

Gamma-Glutamil Hidrolasa (GGH), Farmacogenética.
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Methotrexate pharmacokinetic genetic variants are associated with outcome in

rheumatoid arthritis patients

ABSTRACT

Background: Methotrexate (MTX) is the most used drug for the treatment of
rheumatoid arthritis (RA) although outcome differs among patients. Aim: To evaluate
whether polymorphisms in pharmacokinetic genes are associated with outcome in RA
patients receiving MTX. Methods: We analyzed 28 SNPs in SLC19A1/RFC1, ABCB1,
FPGS and GGH genes. Results: We studied 194 RA patients receiving MTX
monotherapy. Two FPGS SNPs, rs10987742 and rs10106, were associated with
response (p=0.033 and p=0.041, respectively). The FPGS rs10106 variant was also
associated with MTX survival (p=0.005) and toxicity (p=0.021). Three ABCB1 SNPs,
rs868755, rs10280623 and rs1858923, were associated with toxicity (p=0.025, p=0.048
and p=0.031, respectively). Conclusion: FPGS and ABCB1 genetic variants can

influence the outcome in RA patients receiving MTX monotherapy.

Key Words: Rheumatoid Arthritis (RA), Methotrexate (MTX), Folate Transporter 1
(SLC19A1/RFC1), ATP-Binding Cassette Sub-Family B Member 1 (ABCB1),
Folylpolyglutamate Synthase (FPGS), Gamma-Glutamyl Hydrolase (GGH),
Pharmacogenetics.

INTRODUCTION

Rheumatoid arthritis (RA) is a common chronic disease with a worldwide prevalence of
0.5-1%, and a mean annual incidence of 0.02-0.05%. It is characterized by synovial
inflammation and hyperplasia, autoantibodies production (rheumatoid factor and anti—
citrullinated protein antibodies), cartilage and bone destruction and systemic features,
including cardiovascular, pulmonary and skeletal. RA is associated with progressive

disability, systemic complications, early death, and high socioeconomic costs.
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Treatment of RA involves the suppression of inflammation and the therapeutic goal is

to achieve remission or a low disease activity (1).

Methotrexate (MTX) is the disease-modifying anti-rheumatic drug (DMARD) most
frequently used for the treatment of RA (2-5). However, 30-50% of patients do not
respond and up to 35% develop severe side effects, including cytopenia, hepatotoxicity
and interstitial pneumonitis, leading to withdrawal of the treatment (6-11). New
biological therapies are more efficient than MTX, but they are expensive and their use
is also associated with increased toxicity levels (12). Identifying pharmacogenetic
markers predisposing to treatment response or to the development of side effects will

help to improve MTX therapy outcomes.

MTX, a structural analogue of folic acid, is a drug that is transformed into active
polyglutamated metabolites within cells. MTX is transported into the cell by folate
transporter 1 (SLC19A1/RFC1). Efflux of the drug from the cell is controlled by
members of the ATP-binding cassette (ABC) family of transporters, including ABCB1.
Within the cell, MTX is converted into MTX polyglutamates by the enzyme
folylpolyglutamate synthase (FPGS), which catalyses polyglutamylation of
methotrexate. This process can be reversed by the enzyme y-glutamyl hydrolase
(GGH), which catalyzes the hydrolysis of folyl- and antifolylpoly-gamma-glutamates
derivates. MTX and its polyglutamates exert their action by inhibiting various enzymes
involved in different pathways (purine and pyrimidine metabolism, and the methionine
pathway) and in promoting the release of adenosine (Figure 1). In vitro, in vivo, and
clinical data show that the anti-inflammatory effect of MTX in RA is predominantly
mediated by adenosine release into the extracellular space after treatment. Adenosine
could alter the secretion of molecules that promote inflammation, such as chemokines,
by interacting with specific adenosine receptors expressed on the inflammatory cells

surface (13).
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Genetic variations in pharmacokinetic genes involved in MTX metabolism can be major
determinants of the variability in clinical response, both in terms of response and
toxicity. Early studies described these associations in patients under MTX monotherapy
(14). However, these findings were not replicated in later studies (15-17). These
discrepancies may be explained by the difference in the genetic variants investigated
and/or in the methods used to assess clinical outcomes. A comprehensive coverage of
the genes analyzed and a more rigorous evaluation of the effectiveness of the drug is
required. The aim of the present study was to evaluate whether genetic variants in the
pharmacokinetic genes SLC19A1/RFC1, ABCB1, FPGS and GGH are associated with

outcome in RA patients receiving methotrexate monotherapy.

PATIENTS AND METHODS

Study population

The patients included in the study were Spanish Caucasians who met the European
League Against Rheumatism (EULAR)/American College of Rheumatology (ACR)
criteria (18) for the diagnosis of RA. They were recruited consecutively when visited at
the Rheumatology Units at Hospital de la Santa Creu i Sant Pau and Hospital Moises
Broggi in Barcelona, Spain, from January 1999 to June 2014. The institutional ethics
committees at each centre approved this study and all patients signed an informed

consent for sample collection and analysis.

Inclusion criteria were diagnosis of RA and treatment with MTX monotherapy.
Exclusion criteria were patients receiving simultaneous treatment with other DMARDs -
aurotherapy, azathioprine, sulphasalazine, leflunomide and chloroquine - and/or the
use of >10mg/day of prednisone or equivalent during the period of the MTX
monotherapy. All the patients received MTX monotherapy, administered at standard

doses (7.5-25 mg/week), either orally or subcutaneously, and received
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supplementation with folic or folinic acid (5mg and 15mg, respectively). Clinical data
(gender, age at disease onset, duration of MTX treatment, time interval from disease
onset to MTX treatment, rheumatoid factor (RF) status, anti-cyclic citrullinated peptide
(anti-CCP) status, concomitant use of corticoids and folic acid) were collected from the

clinical records.

Disease activity was measured according to three indices: the DAS28 (Disease Activity
Score) (19), the SDAI Index (Simplified Disease Activity Index) and the CDAI Index
(Clinical Disease Activity Index) (20). MTX response was evaluated only in those
patients who maintained the therapy for at least 6 months. It was measured according
to three criteria: i) the EULAR response criteria (21), ii) the difference between DAS28
at baseline and at 6 months of treatment, and iii) MTX monotherapy survival. The
EULAR response criteria are as follows: when the DAS28 score at end point is <3.2
and improvement from baseline is 21.2, the response is defined as good; when DAS28
at end point is between 3.2 and 5.1, together with an improvement between 0.6 and 1.2
the response is defined as good/moderate; and when DAS28 at end point is higher
than 5.1 and the improvement is <0.6 over the baseline DAS28, the response is
defined as poor. For data analysis, we considered patients classified as good or
moderate as responders and patients classified as poor as nonresponders. MTX on
monotherapy survival was defined as the time from the beginning of MTX monotherapy

until its withdrawal or the addition of another drug.

Patients were classified according to whether or not they had any side effects during
therapy with MTX monotherapy. All side effects were collected from the start of
treatment until withdrawal due to adverse effects or until additional treatments were
introduced if MTX monotherapy was ineffective. Table 1 shows the criteria to define

these events.
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Genetic studies

We analyzed twenty-eight single nucleotide polymorphisms (SNPs) in four genes
(SLC19A1/RFC1, ABCB1, FPGS, GGH) involved in the transport, activation and
inactivation through polyglutamylation of MTX. The SNPs included in the study were
selected according to published data and its condition of being a TaqgSNP (a SNP that
represents a haplotype). This strategy avoids the study of every individual SNP in a
region of the genome, and reduces the cost and time of the genotyping process. The

TaqSNPs were selected from the HapMap genome browser (http://www.hapmap.org),

and filtered with the Haploview software (version 4.2) according to an r? cut-off greater
than 0.8 and a minor allele frequency (MAF) greater than 10% in Caucasians. Table 2

shows the characteristics of the SNPs studied.

Genomic DNA was automatically extracted from peripheral blood samples using the
salting out procedure (Autopure, Qiagen, Hilden, Germany). Genotyping was
performed by means of real-time PCR using a 48.48 dynamic array on the BioMark™
system (Fluidigm, San Francisco, CA, USA) and was read with the Fluidigm SNP
Genotyping Analysis software v.4.1.2. The DNA samples and the TagMan SNP
genotyping assay (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) mixes were prepared

according to the manufacturer’s instructions.

In silico analyses

Two methods were used to examine whether the genetic variants could alter gene
function in a biological relevant manner: i) the software Alamut version 2.3 (Interactive
Biosoftware, Rouen, France) for splicing alterations (acceptor and donor splice sites),
and ii) the Regulome database (http://regulome.stanford.edu) (22) to identify DNA

features and regulatory elements in non-coding regions of the human genome.
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Statistical analysis

Linear regression analyses and Pearson chi-square tests were used to investigate
associations with response as measured by DAS28 difference at 6 months, and with
toxicity, respectively. Generalized linear models considering response or toxicity as the
dependent variable, and the SNP genotypes, erosive disease, C reactive protein (CRP)
and the number of previously failed DMARDs as predictor variables were performed.
The Kaplan-Meier method using the log-rank test was performed to evaluate the
influence of SNPs on MTX monotherapy survival. Multivariate analyses investigating
the influence of selected covariates on the duration of MTX monotherapy were
performed using Cox regression models. Haplotype analyses for each gene were
conducted to examine the influence of specific allelic combinations on response and
toxicity. The results were considered statistically significant when two-sided p -values
were less than 0.05. No adjustments were performed for multiple testing. Hardy-
Weinberg equilibrium of each analyzed SNP was assessed using a chi-square test. All
statistical analyses were done using SPSS (version 19.0, IBM), Epi Info™7 and PLINK

(version 1.07) (23) statistical packages.

RESULTS

Clinical results

We studied 194 RA patients (138 women and 56 men) treated with MTX in
monotherapy. Table 3 shows their baseline characteristics. All the patients were
receiving folic or folinic acid during MTX treatment. In 59.8% of patients, MTX
monotherapy was maintained throughout the study. In the remaining patients, the drug
was withdrawn due to adverse events (26.3% of patients) or due to the administration

of additional treatments when MTX monotherapy was ineffective (13.9% of patients).

We evaluated the effectiveness of treatment at 6 months using the EULAR response

criteria and DAS28 in 76 patients. The average weekly dose of MTX in these patients
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was 12.33 mg (+4.10). According to the EULAR response criteria, 35 (46%) patients
were classified as good responders and 41 (54%) as nonresponders. At the onset of
treatment, the mean DAS28 was 5.05 (£1.32) and at 6-month follow up the mean
DAS28 decreased and was 3.45 (£1.22). We also measured the SDAI and CDAI
indexes in 67 patients and 71 patients, respectively. At the onset of treatment, the
mean SDAI was 23.83 (+13.89) and the mean CDAI was 21.72 (£12.45). We also
observed a decrease in these values at 6-month follow up, the mean SDAI was 10.24

(£9.20) and mean CDAI was 9.49 (18.54).

Eighty-three of the 194 patients (42.8%) developed at least one adverse effect related
to MTX administration. The most common events were gastrointestinal complaints and

hepatotoxicity (15.4% and 13.8%, respectively) (Table 3).

This sample had a 75-90% power to detect genetic associations with MTX
monotherapy and with toxicity (OR=2.0 and MAF=0.15-0.40, respectively), and a 65-

80% power to detect associations with response (OR=2.5 and MAF=0.15-0.40).

Genotyping results

MTX response analyses

Univariate analyses showed an association between two SNPs in the FPGS gene,
rs10987742 G>A and rs10106 T>C, and MTX response. At 6 months, patients with the
rs10987742-A/A genotype had a mean difference in DAS28 of -4.84 (+1.64), patients
with the G/A genotype had a mean difference of -1.72 (+1.35), and patients with G/G
genotype had a mean difference of -1.52 (£1.37) (p=0.033). For the rs10106 variant,
the mean difference in DAS28 was -2.12 (x1.56) in patients with the T/T genotype, -
1.59 (£1.49) in patients with the T/C genotype, and -1.15 (x0.97) in patients with the

C/C genotype (p=0.041). Table 4 shows the results of these univariate analyses. In the
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multivariate analyses considering erosive disease, CRP and the number of previously
failed DMARDs as predictor variables, we found a trend towards significance with

rs10987742 (p=0.059).

Haplotype analyses of the three FPGS gene polymorphisms studied
(rs10987742|rs10760502|rs10106) showed that the AGT haplotype was significantly
associated with the MTX response (p=0.017) (Table 5). To further investigate the
possible interaction between FPGS polymorphisms, we conducted an additional
generalized linear model. We considered MTX response as the dependent variable,
and the erosive disease, CRP, the number of previously failed DMARDs and a factorial
covariate combining the three FPGS polymorphisms as covariates. This analysis

showed no significant association (p=0.68).

MTX monotherapy evaluation

Table 4 shows the Kaplan Meier estimates of the MTX survival. We found a significant
association with rs10106 T>C and a trend towards significance with rs10760502 in the
FPGS gene. For rs10106, patients with a rs10106-T/T genotype presented a longer
mean time on MTX monotherapy (144 months) than patients with T/C (94 months), and
C/C (77 months) genotypes (p= 0.005). Similarly, patients with rs10760502-A/A
genotypes presented a relatively longer mean time on MTX monotherapy (142 months)
than patients with G/A (107 months) and G/G genotypes (88 months) (p=0.064). In the
multivariate Cox regression analyses, both FPGS variants were statistically significant,
rs10106 (OR: 1.46; 95% CI, 1.11-1.93; p=0.007) and rs10760502 (OR: 0.71; 95% CI,

0.53-0.95; p=0.02).

In addition, two variants in the ABCB1 gene had a statistically significant association
with MTX survival: rs10264990 T>C and rs868755 G>T. Carriers of the rs10264990-T

allele were on MTX monotherapy (110 months) for longer than patients with the C/C
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genotype (63 months) (p=0.026 in a recessive model). Carriers of the rs868755-T allele
were taking MTX monotherapy (118 months) for longer than patients with G/G
genotype (85 months) (p=0.023 in a dominant model). None of these associations

remained significant after multivariate analyses.

MT X toxicity analyses

Table 6 shows the results of the univariate analyses. Three SNPs in the ABCB1 gene
were significantly associated with toxicity: rs868755 G>T, rs10280623 T>C, and
rs1858923 A>G. For rs868755, side effects were more frequent in homozygous T/T
patients (65.5%) than in heterozygous (40.2%) patients and wild type patients (36.8%)
(p=0.025). For rs10280623, patients with the rs10280623-T/T genotype had more side
effects (47.1%) than patients carrying the C allele for the variant (31.5%) (p=0.048 in a
dominant model). For rs1858923, carriers of the G allele presented more side effects
(47.8%) than patients with the A/A genotype (31.0%) (p=0.031 in a dominant model).
Multivariate analyses adjusting for all the relevant clinical variables revealed
associations between toxicity and two of the mentioned ABCB1 variants, rs868755
(p=0.038) and rs10280623 (p=0.011). The haplotype analyses showed an association

between an ABCB1 haplotype and toxicity (p=0.017) (Table 5).

Additionally, rs10106 T>C in the FPGS gene was also associated with toxicity. Patients
with the rs10106-TT genotype (55%) presented more side effects than carriers of the C
allele (45%) (p=0.021 in a dominant model). This association remained statistically
significant in the multivariate analyses (p=0.045). The haplotype analyses showed an

association between an FPGS haplotype and toxicity (p=0.032) (Table 5).

Finally, a variant in the GGH gene, rs13248452, was statistically associated with
toxicity (p=0.017 in a recessive model), although in the multivariate analyses it did not

retain significance.
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In silico analysis

We used the Regulome database and the Alamut software to predict the functional
effects of SNPs that showed a significant association between toxicity and/or response
in both univariate and multivariate analyses. Considering the FPGS gene, rs10760502
and rs10106 scored as category 4 and 5, respectively (Regulome database). These
categories include SNPs that could modify the expression of the gene by altering the
binding of some transcription factors and creating some DNase | hypersensitive sites.
With regard to the ABCB1 gene, the Alamut software did not predict any functional
alterations for the SNPs rs10280623 and rs868755. However, two additional SNPs that
are in strong linkage disequilibrium (LD) with those included in the study showed
interesting results. According to the Alamut software: i) rs2235015, in LD with
rs10280623 (r2=1.0), abolished a putative donor site in the position ¢.287-26 in intron 5
of the gene; and ii) rs4148738, in LD with rs868755 (r2=0.85), generated a putative

acceptor site in the position ¢.2482-2234 in intron 21 of the ABCB1 gene.

DISCUSSION

In the present study, we found that genetic variants in the FPGS and ABCB1 genes
were associated with outcome in RA patients receiving methotrexate (MTX)
monotherapy. In the FPGS gene, two SNPs, rs10106 and rs10987742, were
significantly associated with response while rs10106 was also significantly associated
with toxicity. Additionally, rs10106 and rs10760502, showed a significant association
with MTX survival. In the ABCB1 gene, three SNPs: rs868755, rs10280623, and

rs1858923, were significantly associated with toxicity.

Information about the pharmacogenetic role of the FPGS genetic variants in RA
patients under MTX monotherapy is scarce and controversial. No significant

associations between genetic variants and outcome were found in two studies in
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Caucasian RA patients (24,25) or in a Japanese study that included patients with
articular-type juvenile idiopathic arthritis (26). Two recent publications have suggested
that the FPGS is involved in the MTX outcome. Owen et al analyzed a large cohort of
patients (n=309) and reported that two SNPs (rs1054774 and rs4451422) showed a
trend to significance with the development of adverse events (27). Davis et al
considered the involvement of the FPGS gene in the appearance of toxicities and they
found a significant association (p<0.0001) when considering the interaction between

FPGS rs7033913 and GGH rs11988534 SNPs (28).

We found a clear relationship between the FPGS genotype and outcome in RA patients
under MTX monotherapy. From the clinical point of view, while previous studies defined
the response as the cut-off of the DAS28 value (a bimodal variable) (24,25), we
measured the clinical response evaluating the difference between the initial DAS28
value and the value at 6 months (a continuous variable). This difference guarantees the
reliability of this parameter. From a pharmacogenetic point of view, the Regulome
database scored the two SNPs in the FPGS gene associated with response as genetic
variations able to modify gene expression by altering the binding of some transcription
factors and creating some DNase | hypersensitive sites. The involvement of the FPGS
gene was also reinforced by the existence of a response-related haplotype that
included all the analyzed variants in the gene. In tune with all these findings, patients
who had a better response also presented a longer MTX monotherapy survival
(rs10106-TT and rs10760502-AA). Finally, we also found an association between

rs10106 and toxicity.

Regarding the pharmacogenetic role of the ABCB1 gene, several studies have
analyzed the rs1045642 variant (C3435T) in RA patients receiving MTX monotherapy.
The results were not conclusive as they showed: i) significant associations between the

TT genotype and an increase in response to MTX treatment in RA (29-31) ii) a
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significant association between a TT genotype with a lack of response (32) and iii) no
significant associations with MTX response (33-35). A similar situation occurred when
rs1045642 was considered as a marker of toxicity. Two studies (33,34) showed that the
rs1045642-T allele significantly increased the risk of MTX toxicity while Plaza-Plaza et
al observed that it was the C allele that was associated with toxicity (36). Other studies
showed no significant differences in MTX toxicity and the variant (32,35,37). The
results in the present study did not help to clarify the situation: we did not find a
significant association between the rs1045642 variant and the outcome in the 194

patients analyzed.

Two other SNPs in the ABCB1 gene that have also been studied in the literature are
rs1128503 (T1236C) and rs2032582 (G2677T/A). The former is a synonymous
polymorphism that has been analyzed in only two RA cohorts of patients. Kato et al
evaluated response to MTX in a sample of fifty-five patients and did not find any
association with response (30). However, Ranganathan et al found that the TT
genotype was significantly associated with overall toxicity (37). The other SNP,
G2677T/A, is a non-synonymous polymorphism that can lead to two amino acid
changes (alanine by threonine or by serine in position 899). Bohanec et al conducted
pharmacogenetic studies of this polymorphism and they did not find any significant
results (33). More recently, Kato et al showed that patients with 2677AA/AT/TT
genotypes had a significantly better response than patients with 2677GG/GA/GT

genotypes (30).

Our analyses, that included sixteen TagSNPs in the ABCB1 gene, did not show any
significant association with response, although three SNPs in this transporter gene
(rs868755, rs10280623, and rs1858923) were significantly associated with toxicity.
Interestingly, the SNP rs868755 is known to be in strong linkage disequilibrium with

rs1128503 and rs2032582 (r’=0.941 and r’=0.885, respectively). Therefore, the
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significant association that we obtained between rs868755 and toxicity is in agreement
with previous results (37). In silico studies did not suggest any functional role for
rs868755 and rs10280623. But as they are in linkage disequilibrium with two other
SNPs (rs4148738 and rs2235015, respectively), we also analyzed their possible
functionality in silico. The Alamut software indicated that the two variants could
influence the mechanism of splicing by altering putative acceptor sites. This alteration
could decrease the enzymatic activity of the ABCB1 with a subsequent decrease in the
efflux of MTX from the cell. The toxicity associated with these SNPs could be attributed

to this event.

We also studied the role of several variants in SLC19A1/RFC1 and GGH genes as
markers of outcome. The rs1051266 (G80A) variant in SLC19A1/RFC1 gene has been
extensively studied in RA patients. It has been associated with the response in two
studies (38,39) and with toxicity in two other (33,40).. However, other studies analysing
this variant did not show any significant associations with outcome (17,26,30,32,35,36).
Owen et al analyzed several variants covering the SLC19A1/RFC1 gene region and
described an association between six of these variants and MTX response (27). Our
findings do not support the role of the SLC19A1/RFC1 gene, as we did not find any
association between the variants analyzed (including the rs1051266 variant) and
response or toxicity. In relation to the GGH gene, the rs12681874 variant has been
associated with response (27), and two other variants, rs719235 (41) and rs1800909
(26) with toxicity in patients with RA. However, the most studied variant in this gene,
rs11545078, has not been associated with outcome in several studies (26,30,41). In
our study, we found the variant rs13248452 was associated with toxicity, but this

association did not remain significant when adjusting for the relevant clinical variables.

Our study has some limitations and replication studies in new cohorts of patients are

needed to validate our results. Moreover, additional studies should be performed to
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determine the functionality of the genetic variants associated with MTX monotherapy

response and toxicity in patients with RA.

We evaluated different genetic variants in four pharmacokinetic genes as biomarkers of
outcome in RA patients receiving MTX monotherapy. In the study design we improved
two methodological aspects that guarantee the reliability of our results. First, we
designed a wide set of markers to ensure the best coverage of the four genes
analyzed, and secondly, we refined the clinical information by studying three robust
variables: response as measured by DAS28 difference at 6 months, toxicity according
to the development of well-defined adverse side effects, and MTX survival. ldentifying
novel associations between genetic variants in FPGS and ABCB1 genes and outcome
in RA patients under MTX monotherapy is a further step towards personalized

medicine in RA, a reachable goal in the not too distant future.

CONCLUSION

In conclusion, we identified novel associations of genetic variants in FPGS and ABCB1

genes with outcome in RA patients treated with MTX monotherapy.

FUTURE PERSPECTIVE
The findings obtained in this study may contribute to the delineation of new
pharmacogenetic signatures suitable for the prediction of response and toxicity of

methotrexate treatment.

EXECUTIVE SUMMARY
Background
- The identification of pharmacogenetic biomarkers will help to select the most

adequate treatment for each patient and to improve therapy outcomes.
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- Methotrexate is the first treatment option for rheumatoid arthritis.

Genotyping results

-  The FPGS rs10106 variant was a predictor of response as measured by DAS28
difference at six months, MTX survival, and toxicity.

- Polymorphisms in the ABCB1 gene were promising markers of toxicity in RA

patients treated with MTX monotherapy.
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Figure 1. Scheme of pharmacokinetic genes involved in methothrexate pathway.
MTX: Methotrexate; MTXPGs: Methotrexate polyglutamates; SLC19A1/RFC1: Folate
Transporter 1; ABCB1: ATP-Binding Cassette Sub-Family B Member 1; FPGS:

Folylpolyglutamate Synthase; GGH: Gamma-Glutamyl Hydrolase.
Adapted from the PharmGKB Methotrexate
(https://www.pharmgkb.org/pathway/PA2039)
(https://www.pharmgkb.org/pathway/PA165816349).  Copyright to

Pathways:
and
PharmGKB.

Permission to adapt pathways has been given by PharmGKB and Stanford University.

Table 1. Definitions of adverse drug events (ADEs).

ADEs Definition

Gastrointestinal complaints | Nausea, anorexia, vomiting, abdominal pain.

Alanine aminotransferase values < 3 times the upper limit
of normal levels in absence of previous enzyme elevation,

Hepatotoxicity concomitant hepatotoxic drugs, positive viral hepatitis
markers, alcohol consumption.

Alopecia Loss of head hair.

Infections Infections that required intravenous antibiotics
Dyspnea (with or without dry cough, fever and malaise)

Lung disease associated with a new interstitial pneumonitis at X-ray in
absence of any demonstrable infectious etiology.

Leukopenia Mild leukopenia: 4.0 - 2.0 x 109/, moderate: 2.0- 0.5

P x109/1, and severe <0.5 x109/1.
Nodulosis A local subcutaneous swelling or tissue lump in

association with rheumatoid arthritis.
Mucosal ulcerations Loss of the mucosal layer within the mouth.

Solid tumours that grow as a mass of cells in particular
organ, tissue or gland.

Cancer of solid organ
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Table 2. Characteristics of the SNPs analyzed.

uo‘iﬁi‘iﬁm refSNP | Change | SNPlocation | MAF
SLC19A1 rs1051266* G=A Exon 2 0.43
(21q22.3) rs4818789 T=G Intron 4 0.24
rs2838957* G=A Intron 4 0.39

rs10267099 A>G Intron 1 0.22

rs13233308 C=T Intron 1 0.46

rs1858923 A=G Intron 4 0.45

rs17327624 G>T Intron 4 0.22

rs1202181 A>G Intron 4 0.29

rs1202184 A=G Intron 5 0.50

rs10280623 T>C Intron 5 0.16

ABCB1 rs10264990 T=C Intron 5 0.37
(7g21.1) rsd 148734 G=A Intron & 032
rs1202170 C=T Intron & 0.45

rs868755 G=T Intron 9 0.40

rs6961419 C=T Intron 15 0.43

rs11983225 T>C Intron 21 0.12

rs4437575 A>G Intron 26 0.48

rs1045642 A>G Exon 27 0.48

rs3842* T>C Exon 29 [3UTR) 0.13

rs1800909 A>G Exon 1 0.28

rs11545077 Ca=T Exon 1 0.25

GGH rs13248452 G=A Intron 2 0.32
(8q12.3) rs3780130 T=A Intron 3 0.26
rs7010464 T=C Intron 5 0.26

rs11995525 G=A Intron 7 0.27

rs10987742 G=A Intron 1 0.15

:;':1(3;?1 1) rs10760502 G=A Exon 1 0.41
rs10106 T>C Exon 15 [FUTR) 0.44

MAF: minor allele frequency in this cohort.
*significant deviations from Hardy-Weinberg Equilibrium|

Table 3. Clinical characteristics.

Characteristic Values
Women, n (%) 133 (71.1)
Age at diagnosis, mean (5.D.), years 51.61(13.4)
Disease duration, mean (3.D.), months 65.3 (117.0)
DAS28 baseline, mean (5.0.) 5.05(1.32)
SDAI baseline, mean (5.0.) 2383 (13.89)
CDAI baszeling, mean (S.D.) 21.72 (12 .45)
Mumber of previous DMARD, n (%)
0 96 (49 5)
1 46 (23.7)
==2 36 (13.6)
RF positive, n (%) 142 (73.2)
Anti-CCP positive, n (%) 130 (67.0)
Adverse efects, n (%) 83 (42.8)
Gastrointestinal complaints 30 (15.5)
Hepatotaxicity 27 (13.9)
Alopecia 100(5.1)
Infections 9(4.5)
Lung disease 2ia1
Moderate-zevere Leukopenia 6(3.1)
Modulosis 3(1.5)
Mucosal ulcerations 2(1.0)
Mild Leukopenia 2(1.0)
Cancer of solid organ 2(1.0)

S.D.: Standard deviation; DMARD: Disease-modifying antitheumatic drug; RF:
Rheumatoid factor; CCP: Cyclic citrullinated peptides.
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Table 4. Univariate analyses of SNPs and their association with response (DAS28

difference at 6 months) and MTX monotherapy survival.

Response MTX survival
Gene refSNP Genotype mean (£SD) " mean (95% CI) o°
SLC19A1 rs1051266 GG -1.34 (£1.26) 0.602 108 (77.0-138.7) 0.496
GA -1.91 (21.51) 108 (87.9-128.7)
AA -1.38 (£1.53) 90 (16.9-56.6)
rs4818789 T -1.43 (£1.39) 0.183 108 (84.2-131.3) 0.824
TG -1.93 (£1.53) 100 (80.4-120.4)
GG -1.66 (+0.98) 131 (75.5-186.5)
rs2838957 GG -1.33 (£1.27) 0.261 114 (83.5-144.0) 0.678
GA -1.81 (£1.45) 102 (83.2-120.8)
AA -1.78 (£2.03) 102 (53.1-150.9)
ABCB1 rs10267099 AA -1.55 (£1.45) 0.348 99 (81.8-116.6) 0.514
AG -1.85 (£1.48) 118 (88.0-148.2)
GG -2.03 (£1.61) 94 (41.5-146.1)
rs13233308 CC -1.71 (21.22) 0.560 91 (64.7-117.5) 0.295
CT -1.77 (£1.73) 111 (89.1-133.3)
1T -1.45 (£1.18) 108 (77.2-139.1)
rs1858923 AA -1.47 (£1.43) 0.354 89 (65.1-112.2) 0.221
AG -1.65 (£1.48) 114 (91.4-136.1)
GG -1.90 (+£1.46) 112 (74.5-149.1)
rs17327624 GG -1.71 (£1.55) 0.843 107 (86.2-128.4) 0.708
GT -1.54 (£1.29) 106 (81.4-130.2)
1T -1.95 (£1.50) 80 (23.2-137.1)
rs1202181 AA -1.65 (£1.48) 0.965 106 (85.2-126.6) 0.845
AG -1.66 (£1.26) 105 (80.1-130.2)
GG -1.68 (+2.09) 101 (51.2-151.0)
rs1202184 AA -1.47 (£1.57) 0.416 88 (61.3-114.2) 0.284
AG -1.65 (£1.41) 113 (91.4-134.4)
GG -1.86 (£1.48) 107 (72.9-141.6)
rs10280623 T -1.75 (£1.45) 0.148 109 (90.5-128.3) 0.670
TC -1.59 (£1.47) 95 (70.2-120.5)
CC -0.23 (+0.66) 93 (38.9-146.3)
rs10264990 TT-TC -1.69 (£1.48) 0.693 110 (93.5-125.9) 0.026
CC -1.50 (£1.31) 63 (38.8-87.4)
rs4148734 GG -1.56 (£1.30) 0.712 98 (76.4-120.7) 0.262
GA -1.76 (£1.65) 119 (94.9-143.1)
AA -1.61 (£1.24) 89 (47.3-131.2)
rs1202170 CcC -1.71 (£1.48) 0.540 91 (65.0-117.9) 0.305
CT -1.75 (£1.60) 114 (92.8-135.9)
T -1.42 (£1.13) 100 (66.3-134.1)
rs868755 GG -1.42 (£1.40) 0.264 85 (64.8-104.6) 0.023
GT-TT -1.81 (£1.49) 118 (96.8-138.2)
rs6961419 CC -1.40 (£1.30) 0.870 116 (86.2-145.9) 0.230
CT -1.90 (1.55) 109 (87.6-130.6)
T -1.37 (21.34) 77 (52.2-102.1)
rs11983225 T -1.71 (21.44) 0.707 105 (87.7-122.8) 0.863
TC -1.25 (£1.32) 102 (70.7-134.0)
CcC -1.94 (£2.44) 106 (49.5-162.5)
rs4437575 AA -2.00 (£1.22) 0.189 113 (79.2-146.8) 0.722
AG -1.53 (£1.49) 105 (84.7-124.9)
GG -1.43 (£1.65) 96 (68.6-123.4)
rs1045642 AA -1.27 (£1.59) 0.124 81 (61.0-100.6) 0.125
AG -1.76 (£1.45) 113 (91.3-133.8)
GG -1.93 (£1.26) 116 (79.6-153.0)
rs3842 T -1.66 (£1.46) 0.818 108 (90.0-126.5) 0.058
TC -1.79 (1.41) 107 (75.5-138.7)
CC -1.08 (£1.83) 33 (17.9-47.5)
GGH rs1800909 AA -1.65 (£1.61) 0.567 94 (73.4-114.2) 0.182
AG -1.81 (£1.30) 117 (91.9-142.7)
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GG -0.70 (+1.01) 118 (73.7-161.5)
rs11545077 CcC -1.70 (£1.59) 0.587 94 (73.6-114.0) 0.125
CT -1.69 (£1.31) 116 (91.0-140.5)
TT -0.83 (+1.40) 134 (81.8-186.6)
rs13248452 GG -1.76 (£1.50) 0.552 99 (78.4-118.7) 0.677
GA -1.63 (1.45) 107 (83.6-129.6)
AA -1.45 (+1.41) 124 (65.9-181.8)
rs3780130 TT -1.59 (+1.54) 0.987 107 (83.4-129.7) 0.519
TA -1.86 (+£1.36) 108 (87.8-128.6)
AA -0.96 (£1.17) 70 (24.4-115.2)
rs7010484 T -1.68 (£1.60) 0.854 102 (82.0-122.3) 0.758
TC -1.55 (£1.27) 109 (84.6-134.0)
CcC -2.43 (1.13) 96 (46.0-145.3)
rs11995525 GG -1.51 (£1.24) 0.898 115 (92.4-137.4) 0.263
GA -2.02 (£1.59) 92.4 (72.5-112.4)
AA -0.66 (£1.72) 108 (63.7-151.8)
FPGS rs10987742 GG -1.52 (£1.37) 0.033 100 (84.1-116.7) 0.672
GA -1.72 (£1.35) 121(86.1-155.7)
AA -4.84 (+1.64) 92.4 (92.4-92.4)
rs10760502 GG -1.64 (£1.55) 0.620 88 (63.9-111.9) 0.064*
GA -1.57 (£1.47) 107 (86.1-128.1)
AA -2.01 (21.17) 142(93.9-189.2)
rs10106 1T -2.12 (£1.56) 0.041 144 (108.8-178.9) 0.005*
TC -1.59 (+1.49) 94 (76.5-112.1)
cC -1.15 (+0.97) 77 (50.6-103.6)
*association statistically significant in the multivariate analyses.
#Based on linear regression analyses ®Based on log-rank test
Table 5. Haplotypes significantly associated with response and toxicity.
Phenotype | Gene Haplotype p SNPs
Response FPGS AGT® 0.017 rs10987742|rs10760502|
rs10106
rs10267099|rs13233308|
rs1858923|rs17327624|r
$1202181|rs1202184|rs1
d 0280623|rs10264990|rs4
Toxici ABCB1 | ATAGGACTGCGCCGAT 0.017 148734|rs1202170|rs868
y 755|rs6961419|rs119832
25|rs4437575|rs1045642
[rs3842
d rs10987742|rs10760502|
FPGS GGC 0.032 rs10106

° beta=-0.7579; R*=0.07422

¢ ABCB1 haplotype: chi-square=5.7 and OR=undefined ; FPGS haplotype: chi-square=
4.89 and OR=0.61
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Table 6. Univariate analyses of SNPs and their association with toxicity.

Toxicity

e

Gene refSNP Genotype Yes n(%)/No n (%) OR (95% CI) p

SLC19A1 | rs1051266 GG 23 (41.1)/33 (58.9) Ref. 0.619
GA 50 (45.5)/60 (54.5) 1.20 (0.62-2.29)
AA 10 (35.7)/18 (64.3) 0.80 (0.31-2.04)

rs4818789 TT 45 (42.5)/61 (57.5) Ref. 0.549
TG 36 (45.0)/44 (55.0) 1.11 (0.62-1.99)
GG 2 (25.0)/6 (75.0) 0.45 (0.09-2.34)

rs2838957 GG 27 (45.0)/33 (55.0) Ref. 0.853
GA 46 (41.1)/66 (58.9) 0.85 (0.45-1.60)
AA 10 (45.5)/12 (54.5) 1.02 (0.38-2.72)

ABCB1 | rs10267099 AA 47 (39.8)/71 (60.2) Ref. 0.575
AG 31 (47.0)/35 (53.0) 1.34 (0.73-2.46)
GG 5 (50.0)/5 (50.0) 1.51 (0.41-5.01)

rs13233308 CC 22 (37.3)/37 (62.7) Ref. 0.444
CT 40 (43.0)/53 (57.0) 1.27 (0.65-2.48)
1T 21 (50.0)/21 (50.0) 1.68 (0.75-3.75)

rs1858923 AA 18 (31.0)/40 (69.0) Ref. 0.031
AG-G/IG 65 (47.8)/71 (52.2) 2.03 (1.06-3.90)

rs17327624 GG 53 (45.7)/63 (54.3) Ref. 0.564
GT 26 (37.7)/43 (62.3) 0.72 (0.39-1.32)
1T 4 (44.4)/5 (55.6) 0.84 (0.24-3.72)

rs1202181 AA 47 (46.1)/55 (53.9) Ref. 0.515
AG 29 (40.8)/ 42 (59.2) 0.81 (0.44-1.49)
GG 7 (33.3)/14 (66.7) 0.59 (0.22-1.57)

rs1202184 AA 16 (34.8)/30 (65.2) Ref. 0.112
AG 42 (40.8)/61 (59.2) 1.29 (0.63-2.66)
GG 25 (55.6)/20 (44.4) 2.34 (1.01-5.46)

rs10280623 TT 66 (47.1)/74 (52.9) 1.94 (1.00- 3.77) | 0.048*

TC-CC 17 (31.5)/37 (68.5) Ref.

rs10264990 1T 32 (43.2)/42 (56.8) Ref. 0.956
TC 41 (43.2)/ 54 (56.8) 1.00 (0.54-1.84)
CC 10 (40.0)/15 (60.0) 0.88 (0.35-2.20)

rs4148734 GG 37 (42.0)/51 (58.0) Ref. 0.912
GA 37 (42.5)/ 50 (57.5) 1.02 (0.56-1.86)
AA 9 (47.4)/10 (52.6) 1.24 (0.46-3.36)

rs1202170 CC 19 (38.8)/30 (61.2) Ref. 0.436
CT 42 (41.2)/60 (58.8) 1.11 (0.55-2.22)
T 22 (51.2)/21 (48.8) 1.65 (0.72-3.79)

rs868755 GG 25 (36.8)/43 (63.2) Ref. 0.025*
GT 39 (40.2)/58 (59.8) 3.27 (0.61- 2.19)
1T 19 (65.5)/10 (34.5) 0.58 (1.32- 8.12)

rs6961419 CC 31 (50.8)/30 (49.2) Ref. 0.202
CT 36 (36.7)/62 (63.3) 0.56 (0.29-1.08)
1T 16 (45.7)/19 (54.3) 0.82 (0.35-1.88)

rs11983225 TT 69 (45.4)/83 (54.6) Ref. 0.376
TC 12 (33.3)/24 (66.7) 0.60 (0.28-1.29)
CC 2 (33.3)/4 (66.7) 0.60 (0.11-3.38)
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rs4437575 AA 24 (46.2)/28 (53.8) Ref. 0.759
AG 42 (42.9)/56 (57.1) | 0.88 (0.45-1.72)
GG 17 (38.6)/27 (61.4) | 0.74 (0.33-1.66)

rs1045642 AA 20 (37.0)/34 (63.0) Ref. 0.603
AG 42 (45.2)/51 (54.8) | 1.40 (0.70-2.78)
GG 21 (44.7)/26 (55.3) | 1.37 (0.62-3.05)

rs3842 TT 66 (43.7)/85 (56.3) Ref. 0.871
TC 14 (38.9)/22 (61.1) | 0.82(0.39-1.72)
cC 3 (42.9)/4 (57.1) 0.97 (0.21-4.47)

GGH | rs1800909 AA 37 (37.0)/63 (63.0) Ref. 0.111
AG 37 (46.3)/43 (53.8) | 1.47 (0.81-2.67)
GG 9 (64.3)/5 (35.7) 3.07 (0.96-9.84)

rs11545077 CC 40 (37.7)/66 (62.3) Ref. 0.223
CT 37 (47.4)/41 (52.6) | 1.49 (0.82-2.70)
TT 6 (60.0)/4 (40.0) 2.48 (0.66-9.31)

rs13248452 | GG-GA | 70 (40.0)/105 (60.0) Ref. 0.017
AA 13 (68.4)/6 (31.6) | 3.25 (1.18-8.96)

rs3780130 TT 39 (36.4)/68 (63.6) Ref. 0.097
TA 36 (48.6)/38 (51.4) | 1.65 (0.90-3.01)
AA 8 (61.5)/5 (38.5) 2.79 (0.85-9.12)

rs7010484 TT 51 (48.1)/55 (51.9) Ref. 0.179
TC 29 (38.2)/47 (61.8) | 0.67 (0.37-1.21)
cC 3 (25.0)/9 (75.0) 0.36 (0.09-1.40)

rs11995525 GG 48 (46.2)/56 (53.8) Ref. 0.594
GA 30 (39.0)/47 (61.0) | 0.75 (0.41- 1.36)
AA 5(38.5)/ 8 (61.5) | 0.73 (0.22- 2.38)

FPGS | rs10987742 GG 59 (42.8)/79 (57.2) Ref. 0.693
GA 22 (41.5)/31 (58.5) | 0.95 (0.50-1.81)
AA 2 (66.7)11 (33.3) | 2.68 (0.24-30.24)

rs10760502 GG 22 (34.4)/42 (65.6) Ref. 0.118
GA 44 (44.0)/ 56 (56.0) | 1.50 (0.78-2.87)
AA 17 (56.7)/ 13 (43.3) | 2.50 (1.03-6.06)

rs10106 TT 33 (55.0)/50 (37.3) | 2.05(1.11-3.81) | 0.021*

TC-CC | 27 (45.0)/84 (62.7) Ref.

*association statistically significant in the multivariate analyses.

°Based on Pearson chi-square two sided test
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4. DISCUSION

En los ultimos afios, se han propuesto diferentes marcadores de respuesta y toxicidad para
identificar a los pacientes con artritis reumatoide que presentan un mejor resultado después
del tratamiento con MTX. Es en este contexto donde el estudio farmacogenético de los
pacientes con AR resulta de maximo interés con el fin de optimizar y personalizar la estrategia
terapéutica.

A continuacién se discuten los resultados derivados de los estudios farmacogenéticos

desarrollados en la presente tesis.

4.1. ESTUDIOS FARMACOGENETICOS DE LA ViA METABOLICA DEL ACIDO FOLICO QUE SON
DIANA DEL MTX

Hemos seleccionado 27 polimorfismos localizados en los genes DHFR, TYMS, MTHFR, ATIC y

CCND1, que participan en el mecanismo de accidn del MTX (Anexo 2).

En base a las evidencias expuestas en la introduccidon de esta tesis realizamos un primer
estudio (apartado 3.1 de los Resultados). Los resultados de este trabajo muestran una
asociacion entre dos SNPs en el gen MTHFR, rs17421511 y rs1476413, y uno en el gen DHFR,
rs1643650, y la respuesta al tratamiento con MTX en pacientes con artritis reumatoide.
Asimismo, también se encontré que dos SNPs en el gen ATIC, rs16853826 y rs10197559, se

asociaron con toxicidad en la misma cohorte de pacientes.

4.1.1. Metilentetrahidrofolato Reductasa (MTHFR)
Se han analizado diferentes SNPs de MTHFR con el fin de encontrar asociacién entre ellos y la
eficacia y toxicidad del MTX en pacientes con AR. De todos ellos, los SNPs rs1801133 (677C>T)

y rs1801131 (A1298C) son de los que mas trabajos publicados existen.

La variante MHTFR rs1801133 (677C>T) es un polimorfismo no sinénimo que origina la
sustitucidon de alanina por valina en el coddn 222 de la enzima MTHFR. Este cambio de
aminodcido produce una forma termoldbil de MTHFR, disminuye su actividad y produce una
elevacién secundaria de los niveles de homocisteina en plasma (Kang et al. 1988). Diversos
estudios han evaluado el papel del polimorfismo rs1801133 en relacién a la eficacia y toxicidad
del MTX en pacientes con AR (Tabla 8) la mayoria sin hallar significacion estadistica o con

resultados no congruentes.
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En concreto tres estudios describen resultados estadisticamente significativos entre rs1801133
y eficacia, dos de ellos asocian el alelo T de rs1801133 a una menor eficacia del MTX en
pacientes con AR (Dervieux, Greenstein, and Kremer 2006; Wessels et al. 2006) y el tercero en
cambio, asocia el alelo T a una mayor eficacia en una cohorte de Polonia (Kurzawski et al.
2007).

Al evaluar la asociacidon entre rs1801133 y toxicidad, los resultados de los estudios publicados
son homogéneos y describen una mayor toxicidad del MTX en los individuos portadores del
alelo T (Urano et al. 2002; Taniguchi et al. 2007; Kim et al. 2006; Xiao et al. 2009; Caliz et al.
2012; Plaza-Plaza et al. 2012; Ranganathan et al. 2008; Weisman et al. 2006; van Ede et al.
2001).

MTHFR rs 1801133 ( 677 C>T)

Autor Afio | Poblacién n Eficacia Rgs. d.e Toxicidad Res.. (.je
Eficacia toxicidad

Van Ede 2001 | Holanda 236 NS - S T Mtoxicidad

Urano 2002 | Japdn 106 NS - S T toxicidad

Berkun 2004 | Israel 93 NS - NS -

Hughes 2006 | EEUU 223 NS - NS -

Weisman 2006 | EEUU 214 NE S T  toxicidad

Dervieux 2006 | EEUU 48 S T ¢ eficacia | NS -

Wessels 2006 | Holanda 205 S C M eficacia | NS -

Kim 2006 | Corea 385 NE S T " toxicidad

Aggarwal 2006 | India 150 NS - NS -

Kurzawski 2007 | Polonia 174 S T M eficacia | NE

Taniguchi 2007 | Japdn 208 NS - S T  toxicidad

Ranganathan | 2008 | EEUU 127 NE S T  toxicidad

Bohanec 2008 | Eslovenia 213 NS - NS -

Ghodke 2008 | India 34 NS - NS -

Inoue 2009 | Japdn 36 NS - NE

Lee 2009 | EEUU 262 NS - NE

Taraborelli 2009 | Italia 84 NS - NS -

Urano 2009 | Japdn 731 NE NS -

Hayashi 2009 | Japdn 87 NS - NE

Xiao 2010 | China 110 NS - S T  toxicidad

Stamp 2010 | Nueva Zelanda 200 NS - NS -

Owen 2013 | Reino Unido 309 NS NS -

Kumagai 2011 | Japdn 167 NS - NS -

Tasbas 2011 | Turquia 64 NS - NS -

Mena 2011 | Méjico 70 NE NS -

CalizR 2012 | Espafia 468 NE S T Mtoxicidad

Choe JY 2012 | Corea 167 NE NS -

Plaza-plaza 2012 | Espafia 174 NS - S T Mtoxicidad

{: Menor, 1 :Mayor, NS: No significativo, S:Significativo, NE:No evaluado

Tabla 8. Revision de los estudios publicados de rs1801133 localizado en el gen MTHFR relacionados con la eficacia y la

toxicidad por metotrexato en la artritis reumatoide.
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La variante rs1801131 (1298A>C) del gen MTHFR es también un polimorfismo no sinédnimo que
origina la sustitucién de glutamina por alanina en el dominio C-terminal de la enzima MTHFR,
lo que produce la disminucién de la actividad de la enzima (van der Put et al. 1998). En las
ultimas dos décadas se han publicado diferentes trabajos que estudian la posible relaciéon
entre el polimorfismo rs1801131 y la eficacia y/o toxicidad del MTX con resultados dispares

(Tabla 9).

MTHFR rs 1801131 (1298 A>C)

Autor Ao Poblacién n Eficacia Rgs. d.e Toxicidad Res.. Fle
Eficacia toxicidad

Urano 2002 Japén 106 | S C M eficacia | NS -

Berkun 2004 Israel 93 NS - S C J toxicidad

Wessels 2006 Paises Bajos 205 | S A 1 eficacia | S C M toxicidad

Dervieux 2006 USA 48 NS - S C MMtoxicidad

Hughes 2006 USA 223 | NS - S A 1 toxicidad

Taniguchi 2007 Japén 208 | NS - NS -

Kurzawski 2007 Polonia 174 | S C M eficacia | NE

Bohanec 2008 Eslovenia 213 | NS - S C { toxicidad

Ghodke 2008 India 34 NS - NS -

Taraborelli | 2009 Italia 84 NS - NS -

Urano 2009 Japdn 731 | NE NS -

Stamp 2010 Nueva Zelanda | 200 | NS - NS -

Xiao 2010 China 110 | S C M eficacia. | NS -

Tasbas 2011 Turquia 64 NS - NS -

Mena 2011 Méjico 70 NE S C MMtoxicidad

Owen 2011 Reino Unido 309 | NS - NS -

Kumagai 2011 Japén 167 | NS - NS -

Choe JY 2012 Corea 167 | NE S C M toxicidad

CdlizR 2012 Espafia 468 | NE NS -

Plaza-plaza | 2012 Espafia 174 | NS - NS -

Kato 2012 Japon 55 S A 1 eficacia | NE

J: Menor, 1 :Mayor, NS: No significativo, S:Significativo, NE:No evaluado

Tabla 9. Revisidn de los estudios publicados de rs1801131 localizado en el gen MTHFR relacionados con la eficacia y la
toxicidad por metotrexato en la artritis reumatoide.

Referente a la eficacia, tres grupos describen que los portadores del alelo C en rs1801131
presentaban una mejor respuesta al farmaco (Kurzawski et al. 2007; Urano et al. 2002; Xiao et
al. 2009), sin embargo, los grupos de Kato et al. y Wessels et al. asociaron una mayor eficacia

del farmaco al alelo A (Wessels et al. 2006; Kato et al. 2012).

En relacion a la toxicidad, diferentes estudios publicados también mostraron una asociacion
significativa pero, de nuevo, con resultados contradictorios. En las cohortes de Eslovenia, Israel
y de EEUU los portadores del alelo C presentan una menor toxicidad al MTX (efecto protector)

(Bohanec Grabar et al. 2008; Berkun et al. 2004; Hughes et al. 2006). En cambio, en las
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cohortes de Holanda, Méjico, Corea y EEUU, el alelo C se asocid a una mayor toxicidad

(Wessels et al. 2006; Mena et al. 2011).

A pesar de los estudios descritos donde se encuentra una significacion entre el polimorfismo
rs1801131 de MTHFR vy la eficacia y/o toxicidad al farmaco, se han publicados muchos otros
estudios en los que no encuentran dicha asociacion con la eficacia (Berkun et al. 2004,
Dervieux, Greenstein, and Kremer 2006; Hughes et al. 2006; Taniguchi et al. 2007; Bohanec
Grabar et al. 2008; Taraborelli et al. 2009; Stamp et al. 2010; Tasbas et al. 2011; S. a Owen et
al. 2013; Plaza-Plaza et al. 2012; Ghodke et al. 2008; Kumagai et al. 2003) ni con la toxicidad
del MTX (Urano et al. 2002; Taniguchi et al. 2007; Taraborelli et al. 2009; Stamp et al. 2010;
Xiao et al. 2009; Tasbas et al. 2011; S. A. Owen et al. 2013; Cdliz et al. 2012; Plaza-Plaza et al.
2012; Ghodke et al. 2008; Kumagai et al. 2003).

En concordancia con estos trabajos en nuestro estudio tampoco hemos encontrado una
asociacion significativa entre los polimorfismos rs1801133 y rs1801131 del gen MTHFR y Ia
respuesta o toxicidad al MTX en pacientes con AR. Esta falta de concordancia entre los
resultados puede ser debida a diferentes factores. Las variables clinicas escogidas para evaluar
la actividad de la enfermedad y la toxicidad difieren entre los estudios. Por otro lado, la
frecuencia del alelo minoritario en ambos SNPs difiere entre etnias, sin tener las mismas
posibilidades de encontrar asociaciones estadisticamente significativas en poblaciones
asiaticas que en caucdsicas. Esta valoracion queda reflejada en el estudio de otro polimorfismo
de MHFR, rs4846051. Hughes et al. estudiaron la asociacién entre eficacia y toxicidad del MTX
y rs4846051 en poblaciones de origen caucasico y afroamericano. Los resultados mostraron
una mayor toxicidad del farmaco en pacientes afroamericanos portadores del alelo G. Este

resultado no se reprodujo en la poblacién caucdsica (Hughes et al. 2006).

Entre todos los polimorfismos estudiados en el presente trabajo, hemos hallado una
asociacién estadisticamente significativa entre los SNPs rs17421511 y rs1476413 y la respuesta
al tratamiento con MTX en monoterapia. Ambos polimorfismos se encuentran en zonas
intrénicas del gen. Se ha descrito que mutaciones en un solo nucledtido en secuencias
localizadas en intrones pueden modular el reconocimiento de los sitios de splicing y modificar
el proceso de traduccién en caso de afectar a regiones reguladoras (Cooper, Wan, and
Dreyfuss 2009; Faustino and Cooper 2003). Estas secuencias se conocen como "enhancers" o
"silencers" y son reconocidas por complejos de proteinas que frecuentemente estan

implicados en la regulacion del splicing alternativo.
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Tal y como hemos descrito previamente, son muchos los estudios que intentan asociar
polimorfismos de MTHFR con la presencia de eficacia y/o toxicidad del MTX en pacientes con
AR. La falta de homogeneidad en la definicién de las variables escogidas, el pequefio tamafio
muestral y las diversas etnias estudiadas podrian ser algunos de los motivos de las
discrepancias de los resultados. A pesar de ello, varios estudios coinciden al relacionar MTHFR
rs1801133 y rs1801131 de MTHFR con la toxicidad del MTX, lo que podria traducir la

importancia del gen en la via metabdlica del MTX.

4.1.2. Dihidrofolato Reductasa (DHFR)

El gen de la DHFR ha sido poco estudiado en la AR (Tabla 10). Milic et al. (Milic et al. 2015) en
una cohorte de 125 pacientes analizaron los polimorfismos rs408626 y rs6151599 vy
describieron una menor eficacia del MTX en pacientes portadores del alelo A del SNP
rs408626. Referente a la toxicidad, Owen et al. en una muestra de 309 pacientes estudiaron
las variantes rs12517451, rs10072026 y rs1643657 del gen. Describieron una asociacidon
significativa entre los polimorfismos estudiados y la presencia de efectos adversos (S. a Owen

et al. 2013).

En nuestro estudio, analizamos la variante rs408626, aunque no encontramos la asociacién
descrita por Milic con la eficacia del MTX. Sin embargo, si encontramos una asociacién entre el
SNP rs1643650 y la respuesta al farmaco: los pacientes con un genotipo T/C o C/C presentaron
una mejor respuesta al MTX en monoterapia que los pacientes con genotipo T/T. La variante
rs1643650 se encuentra en una zona intronica del gen. Se trata de una variante genética no
estudiada previamente, por lo que no se ha descrito ninguna asociacion con eficacia y
toxicidad al MTX. Del mismo modo que sucede con los polimorfismos descritos en MTHFR, a
pesar de no conocer la funcionalidad de rs1643650, la modificacién en la secuencia de un
aminoacido en una region intrénica, podria modular el reconocimiento de los sitios de splicing

al modificar el proceso de transcripcidon del gen.

4.1.3. 5-aminoimidazol-4-carboxamida ribonucledtidoformil transferasa (ATIC)

ATIC estda implicada en la liberacidon extracelular de adenosina, y desempefia un papel
fundamental en los efectos anti-inflamatorios del MTX a dosis bajas (B N Cronstein, Naime,
and Ostad 1993). Diferentes variantes genéticas de ATIC han sido estudiadas con el fin de
encontrar asociacién entre ellas y la toxicidad y/o eficacia del tratamiento con MTX en

pacientes con AR (Tabla 11).
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SNP Referencia Ao Poblacién n Eficacia Rés' d.e Toxicidad Re.s.. de
Eficacia toxicidad
rs408626 - . N
317 ASG Milic et al., 2012 Serbia 125 S A | eficacia NS -
rs6151599 . .
216T>C Milic et al., 2012 Serbia 125 NS - NS -
rs12517451 . . .
30514432 C>T Owen et al., 2013 Reino Unido | 309 NS - S TT/ toxicidad
rs10072026 . . .
3053499 T>C Owen et al., 2013 Reino Unido | 309 NS - S TT{ toxicidad
rs1643657 . . ..
19384A5G Owen et al., 2013 Reino Unido | 309 NS - S AA toxicidad
J/: Menor, 1 :Mayor, NS: No significativo, S:Significativo

Tabla 10. Revision de los estudios publicados del gen DHFR relacionados con la eficacia y la toxicidad por metotrexato en la
artritis reumatoide.

El polimorfismo rs2372536 del gen ATIC es el que ha sido mas estudiado hasta el momento.
Los equipos de Wessels y Dervieux (Wessels et al. 2006; Dervieux et al. 2004) describieron un
aumento de eficacia del MTX en aquellos pacientes portadores del alelo C, sin embargo, otros
investigadores no han podido reproducir estos resultados relacionados con la eficacia
(Yanagimachi et al. 2011; Kato et al. 2012; Grabar et al. 2010; Stamp et al. 2010; Sharma et al.
2009; Takatori et al. 2015; Dervieux, Greenstein, and Kremer 2006).

En relacién a la toxicidad, se ha descrito que los portadores del alelo G en el mismo SNP
(rs2372536), presentan una mayor toxicidad a MTX (Dervieux, Greenstein, and Kremer 2006;
Wessels et al. 2006; Weisman et al. 2006; Bohanec Grabar et al. 2008). Del mismo modo que
sucede en el estudio de la eficacia, otros autores no han encontrado esta relacién entre
rs2372536 y la presencia de toxicidad en pacientes con AR expuestos a MTX. Los resultados de
nuestro estudio, tampoco encuentran asociacion estadisticamente significativa entre dicho
polimorfismo Yy la eficacia y/o toxicidad al MTX.

El estudio del polimorfismo rs673993, en cambio, presenta resultados concordantes entre los
diferentes grupos. Dos estudios independientes realizados por Lannaccone et al. y Lee et al.,
relacionan el alelo C con una mayor respuesta a MTX (Y. C. Lee et al. 2009; lannaccone et al.
2011).

Por otro lado, nuestro grupo, encuentra una asociacidon y una tendencia a la significacién
estadistica en rs16853826 y rs10197559 respectivamente, y la toxicidad del farmaco. Ambos
polimorfismos estan localizados en regiones intrénicas del gen. Aunque la funcién bioldgica de
estos SNPs no se ha determinado, el software Alamut predice que los SNPs en el gen ATIC

podrian modificar lugares de reconocimiento del proceso de splicing del gen.
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ATIC

SNP Referencia Afo Poblacion | n Eficacia | Res. de Eficacia Toxicidad Res.. fie
toxicidad
Dervieux et al., 2004 USA 108 S GG J eficacia NE
Dervieux et al., 2006 USA 48 NS - S G Mtoxicidad
Weisman et al., 2006 USA 214 NE S G toxicidad
Wessels et al., 2006 g:}ze: 205 S C M eficacia S G M toxicidad
rs2372536 Takator et al., 2006 Japon 124 NS - NS -
347C>G Sharma et al., 2009 India 281 NS - NE
Stamo et al., 2010 | Nueva 200 | Ns - NS -
Zelanda
Grabar et al., 2010 Eslovenia 211 NS - S G toxicidad
Kato et al., 2012 Japon 55 NS - NE
Yanagimachi et al., 2011 Japon 92 NS - NS
rs4673993 lannaccone et al,. 2011 USA 120 S C M eficacia NE
40661T>C | Leeetal,. 2009 USA 120 S C 1 eficacia NE
rs12995526 Reino .
56293T>C Owen et al., 2013 unido 309 S C M eficacia NS -
rs4535042 - .
129T>G Milic et al., 2012 Serbia 125 NS - NS -
rs3821353 Reino S
26101G>T Owen et al., 2013 Unido 309 S G eficacia NS -
rs7563206 Reino S
18976C>T Owen et al., 2013 Unido 309 S C M eficacia NS -
rs16853834 Reino L
38558C>T Owen et al,, 2013 Unido 309 S C M eficacia NS -
{: Menor, 1 :Mayor, NS: No significativo, S:Significativo, NE: No evaluado

Tabla 11. Revision de los estudios publicados del gen ATIC relacionados con la eficacia y la toxicidad por metotrexato en la artritis
reumatoide.

4.1.4. Timidilato Sintetasa (75)
La TS es inhibida directamente por el MTXPG, por lo que se han intentado relacionar algunas

de sus variaciones genéticas con la respuesta y /o toxicidad del MTX en pacientes con AR.

Se ha descrito una asociaciéon entre una secuencia variable de repeticiones en tdndem en la
region promotora y los niveles de expresion proteica. Recientemente, un estudio ha descrito
que el genotipo 3G/3G en el alelo TS*3 se asocia con peor respuesta al MTX en pacientes con

AR (Jekic et al. 2013).

Las publicaciones sobre el estudio de TS son escasas y con criterios no homogéneos. Por
ejemplo, James et al. estudiaron el polimorfismo rs34489327 y encontraron una asociacion
estadisticamente significativa con mayor eficacia del MTX en pacientes con AR. Una limitacion
importante de este estudio es que la poblacién estaba bajo tratamiento combinado de FMEs y
no en monoterapia con MTX (James et al. 2008). Dervieux et al también describieron una
asociaciéon entre las repeticiones en tdndem de la regién promotora de TS y la eficacia al MTX

en pacientes con AR (Dervieux et al. 2004). Disefiaron un indice farmacogenético que se
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calculaba a partir de la suma de las variantes homocigotas de diferentes genes: RFC-1 AA +
ATIC 347GG + TS *2/*2 con el fin de relacionar este modelo combinado con la eficacia y/o
toxicidad del MTX. Los resultados del estudio muestran que los pacientes portadores de una
variante del genotipo homocigoto eran mas propensos a tener una buena respuesta al MTX.
Los resultados de nuestro estudio no reproducen esta asociacién. Nosotros evaluamos TS de
forma independiente, sin realizar un modelo farmacogenético que tenga en cuenta TS
asociado a SNPs de otros genes, motivo por el cual nuestros resultados no son comparables

con los del estudio de Dervieux.

Asimismo, tampoco encontramos asociacion entre la eficacia y/o toxicidad del MTX con el
resto de polimorfismos estudiados (rs183205964, rs2847153, rs2847150, rs2847149,
rs16948305). Por lo que podemos concluir que en nuestra poblacién de pacientes con AR

tratados en monoterapia con MTX la TS no es un marcador farmacogenético.

4.1.5. Ciclina D1 (CCND1)

La CCND1 es un gen candidato a ser estudiado ya que la proteina para la que codifica estd
relacionada de forma indirecta con los niveles de TS y, consecuentemente, puede modificar los

niveles de MTXPG intracelulares.

Se ha reportado una disminucién de efectos adversos en pacientes portadores del genotipo AA
en poblacién con Leucemia linfoblastica aguda de precursores T en tratamiento con dosis altas

de MTX (Costea et al. 2006).

A pesar de estos resultados, no existen publicaciones previas que estudien su relacién con la
eficacia y toxicidad del MTX en pacientes con AR. Nuestros resultados no muestran
asociaciacién estadisticamente significativa entre los polimorfismos estudiados (rs9344,
rs649392) y la presencia de efectos adversos o la mayor eficacia en pacientes con AR bajo
tratamiento con MTX. Esta discordancia entre la toxicidad descrita entre pacientes con
Leucemia linfoblastica aguda infantl y Artritis reumatoide, podria deberse a las diferentes
dosis de farmaco administradas en cada patologia, lo que podria explicarse mediante la

hipotesis de que la regulacién de la ciclina es dosis dependiente.
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4.2. ESTUDIOS FARMACOGENETICOS DE LOS GENES IMPLICADOS EN EL TRANSPORTE
CELULAR DEL MTX Y EN SU POLIGLUTAMACION

Hemos seleccionado 34 polimorfismos localizados en los genes SLC19A1 / RFC1, ABCB1, FPGSy
GGH, que participan en el transporte celular del MTX y en su activacién e inactivacion través

de la poliglutamaciéon (Anexo 2).

El estudio de los mencionados genes candidatos nos permitié la publicaciéon de un segundo
trabajo (apartado 3.2 de los Resultados). Los resultados obtenidos en este trabajo muestran
una asociacidon entre dos SNPs en el gen FPGS, rs10987742 y rs10106, y la respuesta al
tratamiento con MTX. El SNP rs10106 también estaba asociado con la presencia de eventos
adversos y el tiempo de supervivencia del farmaco. Los resultados también muestran que tres
SNPs en el gen ABCB1, rs868755, rs10280623 y rs1858923, estaban asociados con la toxicidad
al MTX en la misma cohorte de pacientes. Y que dos de los SNPs estudiados, rs10264990 y

rs868755, también se asociaron con el tiempo de supervivencia del MTX.

4.2.1. Transportador de folato reducido de proteina 1 (RFC1/SLC19A1)

El transportador RFC1/SLC19A1 interviene en la entrada del MTX a la célula, por lo que una
alteracion en su funcionalidad puede provocar un aumento o disminucién de los niveles de
MTX intracelular (Dixon, Lanpher, Chiu, Kelley, & Cowan, 1994; Matherly, Hou, & Deng, 2007;
Prasad, Ramamoorthy, Leibach, & Ganapathy, 1995). Se han estudiado diferentes variantes
genéticas, con el fin de valorar su posible papel como marcador farmacogenético en pacientes

con AR tratados con MTX (Tabla 12).

De los polimorfismos descritos en SLC19A1, el mas estudiado es rs1051266 (G80A). Dos
estudios describen una menor respuesta al farmaco en los pacientes portadores del alelo G
que los portadores del alelo A (Hayashi et al. 2013; Drozdzik et al. 2007). Otros investigadores,
incluido nuestro grupo de trabajo, no han encontrado dicha asociacidn (S. a Owen et al. 2013;
Stamp et al. 2010; Takatori et al. 2015; Bohanec Grabar et al. 2008; Kato et al. 2012;
Yanagimachi et al. 2011).

En cuanto a la toxicidad del farmaco, dos estudios (Bohanec Grabar et al. 2012; Samara,
Irshaid, and Mustafa 2014) han descrito una asociacidn entre los portadores del alelo G del
SNP rs1051266 y la presencia de efectos adversos, pero con resultados opuestos entre ellos.

De nuevo, ninguno de estos resultados han sido replicados ni por otros investigadores ni por
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nosotros (Yanagimachi et al. 2011; Plaza-Plaza et al. 2012; Takatori et al. 2015; Stamp et al.
2010; S. a Owen et al. 2013; Wessels et al. 2006; Drozdzik et al. 2007).

Recientemente, un estudio ha detectado asociaciones significativas con otros polimorfismos
de SLC19A1 (rs11702425, rs2838956, rs7499, rs2274808, rs9977268, rs7279445) y la eficacia
del MTX, (S. a Owen et al. 2013), pero estos resultados no han sido reproducidos en otros

estudios.

SNP Referencia Aiio Poblacion n Eficacia R<=:s. d.e Toxicidad Res'. fie
Eficacia toxicidad
Plaza-Plaza., 2012 | Espafia 67 NE NS -
Takatori et al., 2006 | Japdn 124 NS - NS -
Stamp et al., 2010 | NuevaZelanda | 200 NS - NS -
Owen et al., 2013 | Reino Unido 309 NS - NS -
Wessels et al., 2006 | Holanda 205 NS - NS -
rs1051266 Drozdzik et al., 2007 | Polonia 174 S A M eficacia NS -
GS0A Hayashi et al., 2013 | Japdn 89 S G | eficacia NE
Bohanec et al., 2008 | Eslovenia 213 NS - S G M toxicidad
Kato et al., 2012 | Japdn 55 NS - NE
Yangimachietal., | 2011 | Japdn 92 NS - NS -
Samara et al., 2014 | Jordania 159 NS - S TT toxicidad
rs11702425 . . s
1920T>C Owen et al., 2013 | Reino Unido 309 S TT 1 eficacia | NS -
rs2838956 . . —
3939465A5G Owen et al., 2013 | Reino Unido 309 S AA Meficacia | NS -
rs7499 . . .
16GoA Owen et al., 2013 | Reino Unido 309 S GG 1 eficacia | NS -
rs2274808 . . .
86531C>T Owen et al., 2013 | Reino Unido 309 S CC M eficacia | NS -
rs9977268 . . _—
87191C>T Owen et al., 2013 | Reino Unido 309 S CC M eficacia | NS -
rs7279445 . . .
99822C>T Owen et al., 2013 | Reino Unido 309 S CC M eficacia | NS -
{ : Menor, 1" :Mayor, NS: No significativo, S:Significativo, NE: no evaluado.

Tabla 12. Revision de los estudios publicados del gen SLC19A1/RFC-1 relacionados con la eficacia y la toxicidad por metotrexato en
la artritis reumatoide.

A parte del SNP rs1051266, comentado previamente, en el presente trabajo también hemos
estudiado otros polimorfismos del gen SLC19A1 (rs4818789 y rs2838957). No encontramos
asociacion estadistica entre los mencionados SNPs y la toxicidad y eficacia del MTX en nuestra

cohorte de pacientes con AR.

4.2.2. Folipoliglutamato sintetasa (FPGS)

Se han intentado relacionar polimorfismos de este gen con la toxicidad y eficacia del MTX con

resultados poco exitosos (Tabla 13).
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Destacan los resultados de Sharma et al. que describen una relacidn significativa entre los

pacientes portadores del alelo A en rs1544105 y una menor eficacia al MTX.

Asimismo, Owen y et al. (S. a Owen et al. 2013) estudiaron varios SNPs del gen en una cohorte
de 309 pacientes con AR. Describieron una tendencia a la significacion entre rs4451422 y
rs1054774 y la toxicidad a MTX. Davis et al. también estudiaron otros polimorfismos del gen
FPGS y su relacidon con la presencia de efectos adversos al tratamiento con MTX en 319
pacientes con AR (Davis et al. 2014). Describieron una asociacion significativa en un modelo
combinado entre heterocigotos para el polimorfismo rs7033913 del gen FPGS y homocigotos
para el polimorfismo rs11988534 del gen GGH. Desde un punto de vista bioldgico, una
asociaciéon significativa con heterocigotos para un SNP es discutible. Existen tres tipos de
modelos de herencia: dominante, recesiva y aditiva. Por ejemplo, en el modelo aditivo , los
heterocigotos pueden tener mayor probabilidad de asociacidn que los homocigotos mutados,
pero entonces los homocigotos normales, deberian tener aun mayor efecto para que ésta

hipotesis sea bioldgicamente plausible.

SNP Referencia Afo Poblacion | n Eficacia Re.s. d.e Toxicidad Res.. fie
Eficacia toxicidad
rs1054774 Reino -
59719530T>A Owen etal., 2013 Unido 309 | NE ts A 1 toxicidad
rs1544105 . .
2572C>T Sharma et al., 2009 India 281 | S AA J eficacia | NE
rs4451422 Reino ..
16A40ASC Owen et al., 2013 Unido 309 | NE tS C 1 toxicidad
rs10760502
114G>A Van der Straaten et al., 2007 Holanda 352 | NS - NS -
rs 10106 Van der Straaten et al., 2007 Holanda 352 [ NS - NS -
1194 A>G Davis et al., 2014 USA 319 | NS - NS -
rs7033913 .
914C>T Davis et al., 2014 USA 319 | NS - NS -
rs10760503 .
43644T>C Davis et al., 2014 USA 319 | NS - NS -
{: Menor, 1 :Mayor, NS: No significativo, S:Significativo, NE: No evaluado, tS: Tendencia a la significacidén estadistica.

Tabla 13. Revisidn de los estudios publicados del gen FPGS relacionados con la eficacia y la toxicidad por metotrexato en la artritis reumatoide.

En nuestro estudio analizamos tres variantes genéticas de FPGS (rs10106, rs10987742,
rs10760502). Entre los resultados obtenidos destacan: 1) una asociacion significativa entre
rs10987742 y la respuesta al tratamiento, 2) una asociacion significativa entre rs10106 y la

respuesta al tratamiento, el tiempo de supervivencia del farmaco en monoterapia y la

115



presencia de eventos adversos, y 3) una tendencia a la significacién estadistica entre

rs10760502 y el tiempo de supervivencia del fdrmaco en monoterapia.

Otros grupos de investigacion (Davis et al. 2014; van der Straaten et al. 2007) que estudiaron el
polimorfismo rs10106, a diferencia de nosotros, no encontraron una asociacidén estadistica
entre los efectos adversos y/o eficacia del MTX en poblacién con AR. Del mismo modo,
Yanagimachi et al. tampoco encontraron asociacion entre este polimorfismo y la eficacia del
MTX en una poblacién con Artritis idiopdtica juvenil (Yanagimachi et al. 2011). Las
discrepancias entre los resultados de los trabajos descritos y el nuestro podrian deberse a las
diferencias entre las variables escogidas (eficacia medida como una variable contina y tiempo

de supervivencia del farmaco ).

4.2.3. ATP-binding cassette B1 (ABCB1)

La variabilidad entre pacientes en la respuesta al tratamiento esta condicionada por diversos
factores. Uno de ellos es el nivel intracelular del farmaco, el cual, a su vez, esta determinado,
en parte, por los transportadores de membrana. Asi, variaciones genéticas que alteran los
niveles de expresidn y/o la actividad de los transportadores, pueden condicionar la respuesta
y/o toxicidad. Los transportadores ATP-binding casette estan implicados en el eflujo del MTX, y
concretamente ABCB1, es uno de los genes mas estudiados como posible marcador

farmacogenético (Tabla 14).

De todos los SNPs estudiados, la variante rs1045642 (C3435T) situada en el exdn 26 del gen
(Hoffmeyer et al. 2000) es el que mas veces se ha reportado. En relacidn a la eficacia, Kato, et
al. y Pawlik, et al. (Kato et al. 2012; Pawlik et al. 2004) describieron una mejor respuesta del
MTX en pacientes portadores del alelo T, contradiciendo los resultados de Takatori et al,
(Takatori et al. 2015) que describieron que los portadores del alelo T presentan una peor
respuesta al fdrmaco. En concordancia con nuestros resultados, otros investigadores tampoco
(Kooloos et al. 2010; Samara, Irshaid, and Mustafa 2014; Stamp et al. 2010; Bohanec Grabar et

al. 2008) han encontrado asociacidn entre dicho polimorfismo y la eficacia del farmaco.
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ABCB1 ‘

. o . . Res. de L Res. de
SNP Referencia Afio Poblacion | n Eficacia o Toxicidad .
Eficacia toxicidad

Kato et al., 2012 Japdn 55 S TT 1 eficacia NE

Plaza-plaza et al., 2012 Espaia 67 NE S CC/ toxicidad

Kooloos et al., 2010 Alemania 205 NS - S TT toxicidad

Samara et al., 2014 Jordania 159 NS - S TT toxicidad
rs1045642 Pawlik et al., 2004 Polonia 92 S TT 1 eficacia NE
3435C>T Takatori et al., 2006 Japdn 124 S TT Jeficacia NS -

Bohanec et al., 2008 Eslovenia 213 NS - S TT toxicidad

Nueva
Stamp et al., 2010 200 NS - NS -
Zelanda

Ranganathan et al., 2008 USA 127 NE NS -
rs2032582 , AA/AT/TT D

Kato et al., 2012 Japén 55 S L NE
2677GA/T eficacia
rs1128503 Kato et al., 2012 Japén 55 NS - NE _
1236C>7 Ranganathan et al., 2008 USA 127 NE S TT Ptoxicidad
J: Menor, 1 :Mayor, NS: No significativo, S:Significativo, NE: No evaluado

Tabla 14. Revision de los estudios publicados del gen ABCBI relacionados con la eficacia y la toxicidad por metotrexato en la artritis
reumatoide.

En referencia a la toxicidad y el SNP rs1045642, también se han descrito resultados dispares.
Tres grupos de investigacion (Kooloos et al. 2010; Samara, Irshaid, and Mustafa 2014; Bohanec
Grabar et al. 2008) describieron una mayor toxicidad en los portadores del alelo T, por el
contario, un grupo Espafiol reporté una mayor toxicidad en los portadores del alelo C (Plaza-
Plaza et al. 2012). Otros investigadores, entre ellos nuestro grupo de trabajo, no han descrito
asociacién entre toxicidad y este polimorfismo (Stamp et al. 2010; Takatori et al. 2015;
Ranganathan et al. 2008). Existen diferentes motivos que pueden justificar la disparidad de
resultados, entre ellos destacan el pequefio tamafio muetral de algunos estudios, las
diferentes poblaciones a estudio (cada etnia presenta frecuencias de MAF diferentes) y las
diferentes definiciones de toxicidad escogidas en cada uno de ellos.

Otros polimorfismos del gen ABCB1 también han sido estudiados. Destacan los resultados de 2
polimorfismos: rs2032582 y rs1128503. El polimorfismo rs2032582 (G2677T/A), es un
polimorfismo no-sindnimo que modifica dos aminoacidos en la posicidon 899 del gen ( Alanina
por Tyrosina o Serina). Kato et al. (Kato et al. 2012) describieron una asociacién entre la
variante rs2032582 vy la eficacia del MTX en una poblacién de 55 pacientes con AR. Del mismo
modo, Ranganthan et al. describieron una asociacion entre la variente rs1128503 y la toxicidad

del farmaco (Ranganathan et al. 2008).
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De todos los polimorfismos estudiados en nuestro grupo de trabajo, los resultados describen
una asociacion entre rs868755, rs10280623 y rs1858923 y la toxicidad presentada al farmaco.
El polimorfismo rs868755 se presenta en fuerte desequilibrio de ligamiento con rs1128503 y
rs2032582 (r2=0.941 and r2=0.885, respectivamente). Por lo que nuestro resultado podria
validar los resultados de toxicidad asociada a MTX descrita por Ranganathan et al.

(Ranganathan et al. 2008).

En relacion a rs10280623 vy la toxicidad asociada al farmaco que nuestro grupo ha descrito, no
existen en la literatura otros autores que hayan estudiado esta variante previamente. La falta
de estudios realizados con este SNP puede deberse a la seleccién de tagSNP realizada.
Recordemos que se seleccionaron aquellos SNPTag que presentaban un alto desequilibrio de
ligamiento. Dado que el desequilibrio de ligamiento hace referencia a la disposicién no casual
de alelos en dos loci, los alelos a estudio seran heredados conjuntamente, por lo que el tagSNP
a estudio hacen referencia al SNP estudiado en cuestion y al conjunto de alelos que irdn
asociados al mismo. De este modo el estudio del gen es mas exhaustivo que al analizar

Unicamente las variantes funcionales descritas.

A pesar de la cantidad de informacdn disponible para determinar la contribucion genética de
ABCB1 en la respuesta y toxicidad del MTX, los resultados de los estudios hasta la fecha

publicados no son concordantes.

4.2.4. Gamma glutamil hidrolasa (GGH)

La GGH tiene la funcidn de revertir la poliglutamacién del MTX y, de este modo, permite que
pueda ser extraido de la celula. Por lo que variaciones genéticas que afecten a su funcionalidad
también pueden ser indicadoras de una falta de eficacia del farmaco o de una toxicidad
asociada a éste (Tabla 15).

Owen et al. (S. a Owen et al. 2013) describen una asociacion con ser portador del alelo T en
rs12681874 (14269G>A) y la mayor eficacia al MTX en pacientes con AR. Por el contrario, el
estudio de otros SNPs de este gen, rs11545078 (Kato et al. 2012; Yanagimachi et al. 2011; Jekic
et al. 2013), rs719235 (Jekic et al. 2013) y rs1800909 (Yanagimachi et al. 2011) no ha
demostrado una asociacién con la eficacia del farmaco.

En relacién a la toxicidad, se ha descrito que los polimorfismos rs719235 (Jekic et al. 2013) y
rs1800909 (Yanagimachi et al. 2011) estan asociados a una mayor toxicidad del MTX. Nuestros
resultados, al no encontrar asociacidn significativa entre rs1800909 y la toxicidad al farmaco,

son discordantes a los resultados de Yanagimachi et al,.
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Estudios en los que se analizan otros polimorfismos de este gen (rs12681874 y rs11545078) no
encuentran asociaciones significativas (Yanagimachi et al. 2011; Jekic et al. 2013; S. a Owen et

al. 2013).

SNP Referencia Afio Poblacién n Eficacia Rgs. d.e Toxicidad Re's.. de
Eficacia toxicidad
11545078 Kato et al., 2012 Japdn 55 NS - NE
rs452C>T Yanagmachietal, | 2011 | Japon 92 NS - NS -
Jekic et al., 2013 Serbia 184 NS - NS -
rs12681874 Reino .
14269G>A Owen et al., 2013 Unido 309 S TT M eficacia NS -
rs719235 . . ..
354G>T Jekic et al., 2013 Serbia 184 NS - S GG Mtoxicidad
1800909 . . . -
s Yanagimachietal., | 2011 Japon 92 NS - S TT M toxicidad
16T>C
J: Menor, P :Mayor, NS: No significativo, S:Significativo

Tabla 15. Revisién de los estudios publicados del gen GGH relacionados con la eficacia y la toxicidad por metotrexato en la artritis
reumatoide.

Del resto de polimorfismos del gen de GGH que estudia el presente trabajo (rs11995525,
rs7010484, rs3780130, rs11545077, rs13248452), no encontramos relacion entre ellos y la

eficacia y/o toxicidad del MTX en la poblacidn estudiada.

4.3. ESTUDIOS FARMACOGENETICOS DEL METOTREXATO EN ARTRITIS REUMATOIDE.
ACTUALIZACION Y LIMITACIONES

El MTX puede producir reacciones adversas, que resultan en una importante morbilidad y
mortalidad en pacientes asi como en un aumento en los costes de salud. Ademas no todos los
pacientes con AR responden del mismo modo al mismo tratamiento, por lo que se pierde
tiempo en su “respuesta”, un tiempo que para enfermedades como la AR es fundamental para
evitar secuelas como la destruccidén articular, hecho que también aumenta los costes de salud

medidos como incapacidad y bajas laborales.

En términos generales, las guias terapéuticas de la AR, consideran que los pacientes son un
conjunto homogéneo y que, por consiguiente, los medicamentos eficaces y bien tolerados en

unos lo seran también en el resto. La experiencia clinica, sin embargo, muestra una realidad
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distinta: el MTX funciona bien en algunos pacientes, pero es ineficaz o causa reacciones

adversas en otros.

Estas variaciones individuales en la respuesta o toxicidad al MTX pueden deberse a la
influencia de factores enddgenos, como son los factores genéticos. La variabilidad genética de
un individuo en su respuesta a determinados farmacos es el objetivo de estudio de la

farmacogenética.

El MTX debe pasar por numerosas etapas antes de llegar al tejido u 6rgano diana. Asi, cuando
se administra, éste debe ser absorbido, metabolizado, transportado, degradado y excretado
del interior del organismo. Si en alguno de estos pasos existieran diferencias genéticas, por
pequenas que sean, la variacién en la secuencia de un gen de alguna de estas proteinas
originaria una proteina distinta, que al interactuar con el fdrmaco, daria lugar a una respuesta

distinta, que podria ocasionar efectos adversos o bien una respuesta inadecuada al fdrmaco.

El conocer que perfil genético se asocia a una mayor eficacia y presencia de menores efectos

adversos a través del estudio farmacogenético tiene grandes beneficios:

1) Seleccion personalizada del farmaco: La farmacogenética nos ayuda en escoger desde un
inicio el tratamiento que va ser mas efectivo (tanto por la eficacia del farmaco como por la
menor presencia de efectos adversos). De este modo, evitamos la “escalada terapéutica” y
ganamos tiempo de accién desde el inicio de la enfermedad. El seleccionar el mejor farmaco
para cada paciente desde el inicio de la enfermedad aporta numerosos beneficios. En la AR se
ha descrito el concepto de “la ventana de la oportunidad” que hace referencia a que cuanto
antes se controle la actividad de la AR mejor prondstico y menores secuelas desarrollaran los

pacientes.

2) Evitar efectos adversos: Identificar a aquellos pacientes van a presentar efectos adversos
que puedan ocasionar una discontinuacion del tratamiento. Al evitar desde un inicio aquellos
tratamientos que van a tener que ser suspendidos por toxicidad, ganamos tiempo a la
enfermedad. Asimismo evitamos efectos adversos que puedan estar asociados al farmaco y

que produzcan un inconveniente para el paciente y un aumento de los costes.

3) Ahorrar costes: Escoger el mejor farmaco para cada paciente individualizado permite
ahorrar costes tanto directos como indirectos. Ahorra costes directos en gastos de farmacia (al
administrar un tratamiento que no sera efectivo), y costes indirectos o no tangibles como son

las visitas médicas mas frecuentes debido a una mal control de la enfermedad o con el objetivo
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de controlar los efectos adversos, o como la incapacidad laboral temporal, permanente o

incluso absoluta secundaria a las secuelas de la misma enfermedad.

3) Ajustar dosis: Poder administrar dosis mas elevadas desde el inicio en aquellos pacientes
gue no sean portadores de los polimorfismos que se asocien a toxicidad. De este modo,
gananmos tiempo en la respuesta al farmaco y evitamos dar el fdrmaco a aquellos pacientes

con un perfil farmacogenético inadecuado.

En esta tesis se han realizado dos trabajos en los que metodoldgicamente cabe destacar el
gran trabajo de campo realizado en la seleccién y recogida de variables clinicas, la
homogeneidad en la muestra incluida y la meticulosa seleccién de los polimorfismos a

genotipar.

Para la recogida de datos clinicos se elabord un cuaderno de datos en el que se incluyeron
variables demograficas, antecedentes patoldgicos, enfermedades de base, variables de la
artritis reumatoide y tratamientos previos al inicio del MTX. La actividad y respuesta al
tratamiento fue medida con el indice de actividad de la enfermedad DAS28 al inicio del
tratamiento, después de 6 meses y en el momento de la recogida de los datos. Los efectos
adversos fueron recogidos a través de las historias clinicas y exploraciones complementarias

de los pacientes, categorizandolos segin se muestra en el Anexo 1.

Todos los pacientes incluidos en los estudios estaban en tratamiento en monoterapia, lo que
motiva una muestra homogénea y evita que el uso de otros FMEs pudiera artefactar la

toxicidad o respuesta al MTX.

Por otro lado, la eficacia del MTX fue recogida como una variable continua. Se tuvo en cuenta
la diferencia en la puntuacion del indice DAS28 (escala de referencia en la guia americana y
europea para valorar la actividad de la enfermedad y la respuesta al tratamiento) al inicio y a
los 6 meses desde el inicio del tratamiento, a diferencia de otros grupos que definen eficacia
como una variable dicotdmica, definiendo como “respondedores” aquellos pacientes que
presentan un DAS28 inferior a 2.4 y “no respondenores” a los que presentan cifras superiores
a los 6 meses. Medir la eficacia como una variable continua y no cualitativa dicotdmica otorga

precision al estudio al medir la eficacia con mayor exactitud.

Asimismo, en el segundo estudio, introducimos la variable “supervivencia del farmaco”. Una
variable comuUnmente utilizada en otras especialidades como la oncologia médica, pero poco
habitual en Reumatologia. Consideramos que esta medida tiene gran importancia clinica en los

pacientes afectos de AR, dado que la primera etapa de la enfermedad marca el prondstico de
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la misma, y si un farmaco tiene un tiempo de supervivencia corto, quizas seria conveniente
empezar con terapia combinada o con un farmaco que tenga otra diana terapéutica, con el

objetivo de ganar tiempo de respuesta.

Referente a la seleccién de polimorfismos, se realizé un minucioso trabajo de campo. Los SNPs
de los genes estudiados en esta tesis fueron seleccionados de tres modos: 1) Revision de la
literatura publicada (NCBI PubMed), 2) el navegador HapMap vy 3) el software Haploview v.4.2.
Se seleccionaron aquellos SNPTag que presentaban un desequilibrio de ligamiento (r2)
superior al 0,8 con el fin de encontrar asociaciéon entre la respuesta y toxicidad al MTX. El
estudio de SNPTag permite capturar la variabilidad de cada uno de los bloques haplotipicos sin
necesidad de genotipar de estudiar todos los polimorfismos que forman parte de las regiones
cromosdmicas donde se localizan los genes a estudio. De este modo, se redujo el gasto y el
tiempo utilizado en el mapeo genético. Asimismo, con el objetivo de poder encontrar
asociacién entre los polimorfismos mas frecuentes en la poblacién estudiada se seleccionaron
aquellos SNPs que presentaban una frecuencia del alelo minoritario (MAF) > 10% en poblacion
caucasica. El realizar la seleccion de SNPs con estos criterios metodoldgicos, se consideraron
todas las posibles variaciones genéticas de aquellos genes que participan directa o

indirectamente en el metabolismo y en el transporte del MTX.

A pesar de todos los beneficios que aporta la farmacogenética en la aproximacién de la
medicina personalizada no es un area exenta de limitaciones. Para su aplicacién en la practica
clinica es necesaria una validacién que depende, en gran medida, de la replicacién de los
resultados en distintas poblaciones o en cohortes de gran tamafo. Sin embargo, esta
replicacion no es sencilla, ya que intervienen muchos factores como las diferencias en las
frecuencias alélicas y las relaciones de desequilibrio de ligamiento entre distintas poblaciones
o las diferencias en las variables seleccionadas para medir la toxicidad y efectividad entre los
distintos estudios publicados. Por otra parte, la complejidad de las interacciones multigénicas
y la influencia del ambiente muchas veces hace dificil trasladar los hallazgos farmacogenéticos

a la practica clinica.

En la Ultima década, se han realizado estudios farmacogenéticos relevantes en el area de la
artritis reumatoide y el metotrexato. El esfuerzo conjunto de los diferentes equipos de
investigacion interesados en el tema abocar3, sin duda, a un mayor éxito en el tratamiento

con MTX de los pacientes afectados de artritis reumatoide.
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6. CONCLUSIONES

1.- La farmacogenética es un instrumento Util para la identificacion de aquellos polimorfismos

que se asocian a mayor eficacia y menores efectos adversos.

2.- Un 42,8% de los pacientes con artritis reumatoide tratados con metotrexato a régimen de
monoterapia presentan por lo menos un efecto adverso, y en un 26,3% de los pacientes el

farmaco es retirado debido a un efecto adverso.

3.- El metotrexato es ineficaz en el 13,9% de los pacientes con artritis reumatoide tratados en

régimen de monoterapia.

4.- Los polimorfismos rs16853826 y rs10197559 en el gen ATIC y rs868755 en el gen ABCB1, se

asocian con mayor toxicidad al metotrexato en pacientes con artritis reumatoide.

5.- Los polimorfismos rs17421511 y rs1476413 en el gen MTHFR, rs1643650 en el gen DHFR y
rs10987742 y rs10106 del gen FPGS se asocian con mayor eficacia del metotrexato en

pacientes con artritis reumatoide.

6.- Los polimorfismos rs10760502 y rs10106 del gen FPGS, involucrados en la farmacocinética
del metotrexato, estdn asociados a un mayor tiempo de supervivencia del farmaco en

pacientes con artritis reumatoide tratados a régimen de monoterapia.
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Anexo 1. Efectos adversos y definiciones

Efectos adversos

Definicion

Hepatotoxicidad

Valores de alanina aminotransferasa <3 veces el
limite superior de los niveles normales, en ausencia
de: elevacién anterior enzima, farmacos
hepatotdxicos concomitantes, marcadores de

hepatitis virales positvos y, el consumo de alcohol.

Enfermedad hepatica

Valores de alanina aminotransferasa > 3 veces el

limite superior de los niveles normales.

Molestias gastrointestinales

Nauseas, anorexia, vomitos, dolor abdominal.

Ulceras en mucosa

Pérdida de la capa mucosa dentro de la cavidad

oral.

Nodulosis

Proceso inflamatorio cutaneo y/o subcutaneo que
se desarrolla en asociacion con la artritis

reumatoide.

Infecciones respiratorias

Infeccion severa o leve dependiendo de la

necesidad del tratamiento por via intravenosa.

Otras infecciones

Otras infecciones incluyendo la infeccidn del tracto

urinario inferior.

Alopecia

Pérdida de cabello de la cabeza.

Enfermedad pulmonar

Disnea (con o sin tos seca, fiebre o malestar)
asociado con nueva imagen de rayos X compatible
con neumonitis intersticial en ausencia de cualquier

etiologia infecciosa demostrable.

Leucopenia

Leucopenia leve: 4,0 - 2,0 x 109 / L, moderada: 2,0
a0,5x109/Lysevera<0,5x109/ L.

Cancer de érgano solido

Tumor sdélido que crece como una masa de células,

en particular, érgano, tejido o glandula.
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Anexo 2. Polimorfismos de los genes implicados en la via metabdlica del acido fdlico, el

transporte celular del MTX y en su poliglutamacion seleccionados para el estudio.

Gen (localizacion) refSNP Cambio Region
DHFR (5q11.2- | rs408626 A>G 5°-UTR
ql3.2) rs1650697 G>A Exon 1 (5°-UTR)
rs70991108 19pb ins/del Intrén 1
rs1643650 T>C Intron 3
TYMS (18p11.32) rs45445694 VNTR 28 bp 5°-UTR
rs183205964 C>G nt12 VNTR | 5-UTR
rs2847153 G>A Intrén 2
rs2847150 G>A Intrén 3
rs2847149 G>A Intrén 3
rs16948305 C>T Intrén 3
MTHFR (1p36.3) rs13306561 A>G Intréon 1
rs9651118 T>C Intrén 2
rs11121832 C>T Intrén4d
rs4846052 C>T Intrén 4
rs17421511 G>A Intrén 4
rs1801133 C>T Exén 5 (p.Ala222Val)
rs1801131 A>C Exdén 8 (p.Glu429Ala)
rs1476413 C>T Intrén 1
ATIC (2935) rs10197559 C>T Intrén 4
rs16853782 A>G Intron 4
rs2372536 C>G Exén 5 (p.Thr116Ser)
rs12995526 T>C Intrén 8 0.46
rs7586969 A>G Intron 12
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rs2177735 A>G Intrén 12
rs16853826 G>A Intron 12
CCND1 (11913) rs9344 G>A Exén 4 (p.Pro241Pro)
rs649392 A>G Intron 4
SLC19A1 rs1051266 A>G Exon 2
(21922.3) rs4818789 C>A Intrén 4
rs2838957 T>C Intréon 4
ABCB1 rs10267099 T Intron 1
(7921.1) rs13233308 G>A Intrén 1
rs1858923 T>C Intréon 4
rs17327624 C>A Intréon 4
rs1202181 C>T Intrén 4
rs1202184 G>A Intréon 5
rs10280623 A>G Intréon 5
rs10264990 G>A Intrén 5
rs4148734 T Intron 8
rs1202170 G>A Intrén 8
rs868755 A>C Intrén 9
rs6961419 A>G Intrén 18
rs11983225 A>G Intrén 21
rs4437575 T>C Intrén 26
rs1045642 T>C Exon 27
rs3842 A>G Exdn 29 (3'UTR)
GGH rs1800909 T>C Exén 1
(8g12.3) rs11545077 G>A Exén 1
rs13248452 T Intron 2
rs3780130 AST Intrén 3
rs7010484 G>A Intron 5
rs11995525 G>A Intron 7
FPGS rs10987742 T Intron 1
(9934.11) rs10760502 A>G Exén 1
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rs10106

T>C

Exdn 15 (3'UTR)
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