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2 RESUMEN



Introduccion. La Artritis Reumatoide (AR) produce destruccion articular irreversible,
deterioro funcional, comorbilidad y muerte prematura. Los mejores resultados se
consiguen con un inicio temprano de una estrategia de tratamiento por objetivos y un
seguimiento estrecho que permitan controlar rapida y eficazmente el proceso
inflamatorio. El Metotrexato es el farmaco modificador de la enfermedad (FAME) de
primera eleccién, pero soélo la mitad de los pacientes responden satisfactoriamente en
monoterapia y con frecuencia produce efectos secundarios. Los estudios que han
explorado la contribucion de la variabilidad genética a la variabilidad de la eficacia y
toxicidad del MTX en AR muestran resultados muy variables y ausencia de un solo
polimorfismo responsable.

Objetivos. Explorar el efecto combinado de las caracteristicas clinicas relacionadas con
el paciente, la enfermedad y el tratamiento, y de diferentes polimorfismos genéticos
vinculados con el transporte y vias metabodlicas del MTX, sobre la respuesta terapéutica
de este farmaco, en términos de eficacia y de seguridad, en una cohorte de pacientes de
AR en tratamiento con MTX en monoterapia.

Material y métodos. Estudio de casos y controles en una cohorte de pacientes con AR
del Hospital de Mérida (2012-2015), en seguimiento protocolizado desde 1990 en la
consulta monografica de AR del Servicio de Reumatologia que hubieran estado en
tratamiento con MTX en monoterapia. Se definié eficacia, como una respuesta (baja
actividad) y remision mantenidas durante el seguimiento, segiin DAS28-PCR, y toxicidad
como la aparicién de algun acontecimiento adverso relacionado con MTX en cualquier
momento. Se estudiaron los polimorfismos (SNPs) ABCBT C3435T, GGH T16C, FPG
G2782A, MTHFR C677T, MTHFR A1298C, AMPD1 C34T, ITPA C94A y ADA A534G, y
variables relacionadas con el paciente, la enfermedad y el tratamiento.

Resultados. Se incluyé un total de 301 pacientes (edad media al diagndstico de 50 afios
y 75% mujeres, valor basal medio de DAS28-PCR de 4,5, deterioro basal de la funcién
fisica en el 75%, erosiones 6seas tempranas en el 50% y afectacion extraarticular en 24%)
representativos de una AR grave. La monoterapia fracaso en la mitad de los pacientes,
generalmente por falta de eficacia, y la mitad presenté acontecimientos adversos
relacionados con MTX, mas frecuentemente gastrointestinales, neuroldgicos y hepaticos,
que causaron la suspensién de MTX en una tercera parte de los casos y un 18% del total.
La probabilidad de respuesta a metotrexato fue menor en mujeres, fumadores activos y
pacientes con enfermedad mas grave (mayor actividad basal, erosiones tempranas y
manifestaciones extraarticulares), y con independencia de los determinantes clinicos, en
los homocigotos para el alelo mutado (genotipo C/C) del SNP MTHFR_A1298C y en los
portadores del haplotipo C-C de los polimorfismos T677C - A1298C de MTHFR (28,2%).
La toxicidad global fue mas frecuente en mujeres y pacientes con comorbilidad, menor
edad y genotipo C/T del MTHFR_T677C. La hepatica fue mas frecuente con Mantoux
positivo y genotipo G/G de ADA_A534G. Algunos SNPs mostraron un efecto protector
para la toxicidad. El sexo se comporté como factor modificador.



Conclusiones. La mayoria de los SNPs estudiados se han asociado con alguna medida
de desenlace, aunque el tamafo del efecto es pequefio. Los estudios de asociacion
genética deben tener en cuenta el sexo de los pacientes y otras variables clinicas.
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3 ABSTRACT



Introduction. Rheumatoid arthritis (RA) produces irreversible joint destruction,
functional deterioration, comorbidity and premature death. The best results are achieved
with an early start of a treat-to-target and tight control strategy that allow to quickly and
effectively control the inflammatory process. Methotrexate is the disease modifying
drugs (DMARDs) of first choice, but only half of patients respond satisfactorily in
monotherapy and often produces side effects. Studies exploring the contribution of
genetic variability to the variability of the efficacy to MTX in RA and its toxicity show
highly variable results and the absence of a single responsible polymorphism.

Objective. To explore the combined effect of the clinical characteristics related to the
patient, the disease and the treatment, and of different genetic polymorphisms linked to
the transport and metabolic pathways of MTX, on the therapeutic response of this drug,
in terms of efficacy and safety, in a cohort of RA patients treated with MTX in
monotherapy.

Material and Methods. Case-control study nested in a cohort of patients with RA of the
Hospital de Mérida (2012-2015), followed-up by protocol in the monographic
consultation of RA of the Rheumatology Service and treated with MTX monotherapy
(since 1990). Efficacy was defined as a maintained response (low activity) and remission
during follow-up, according to DAS28-PCR, and toxicity, as any adverse event related to
MTX at any time during treatment. The polymorphisms (SNPs) ABCB7_C3435T,
GGH_T16C, FPG_G2782A, MTHFR_C677T, MTHFR_A1298C, AMPD1_C34T, ITPA_C94A and
ADA_A534G, and variables related to the patient, the disease and the treatment were
studied.

Results. A total of 301 patients were included (mean age at diagnosis 50 years, 75%
women, mean baseline value of DAS28-PCR of 4.5, baseline deterioration of physical
function in 75%, early bone erosions in 50% and extraarticular involvement in 24%),
representative of a severe RA. MTX monotherapy failed in half of the patients, generally
due to lack of efficacy, and half had adverse events related to MTX, most frequently
gastrointestinal, neurological and hepatic, which caused the suspension of MTX in a third
of the cases and an 18 % of the total. The probability of MTX response was lower in
women, active smokers and patients with more severe disease (higher baseline activity,
early erosions and extra-articular manifestations), and independently of the clinical
determinants, in homozygotes for the mutated allele (C/C genotype) of the
MTHFR_A1298C SNP and in the carriers of the CC haplotype of C677T-A1298C of MTHFR
(28.2%). The overall toxicity was more frequent in women and younger patients and C/T
genotype of MTHFR_C677T. Hepatic was more frequent with positive Mantoux and G/G
genotype of ADA_A534G. Some SNPs showed a protective effect for toxicity. Sex behaved
as a modifying factor.

Conclusions. Most of the SNPs studied have been associated with some measure of
outcome, although the size of the effect is small. Genetic association studies should take
into account the sex of patients and other clinical variables.
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4 INTRODUCCION



4.1 La artritis reumatoide

4.1.1 Epidemiologia

La artritis reumatoide (AR) es la artropatia inflamatoria inmunomediada mas frecuente
en adultos (Helmick 2008). La diana principal es la sinovial, donde la hiperplasia y la
inflamacion cronica propician la destruccion articular responsable de la limitacion
funcional y la incapacidad (Mclnnes 2011), aunque la carga inflamatoria también puede
afectar a otros tejidos y érganos extra-articulares, incrementando la comorbilidad y la
mortalidad de estos pacientes (Cutolo 2014).

La AR tiene una distribucién universal, pero su incidencia y prevalencia varian
substancialmente entre distintas areas geograficas y a lo largo del tiempo. Globalmente
se estima una incidencia de 0,2 por mil en hombres y 0,4 por mil en mujeres, con una
prevalencia mundial de entre 0,4 y 1% (Liao 2011). Las diferencias regionales en la
prevalencia van desde el 0,1% en poblaciones rurales de Africa hasta el 5% en ciertas
tribus americanas (Pima, Blackfeet, Chippewa). En poblaciones caucasicas, la prevalencia
media es del 1%, con valores mas elevados en las regiones del norte que en las del sur
(Linos 1980, Spector 1990, Nelson 1993, Peschken 1999, Kwoh 2002, Neovius 2011, Yu
2013). Se ha observado una disminucién de la incidencia y gravedad de la AR entre 1955
y 1994 (Linos 1980, Hochberg 1990, Doran 2002, Kaipiainen-Seppanen 2006, Helmick
2008, Liao 2011), seguida de un incremento modesto a partir de 1995 que sitda la
incidencia global anual, ajustada por edad y sexo, en alrededor de 40 casos por 100.000
adultos (Pedersen 2007, Myasoedova 2010). En Espafa se estima una prevalencia media
de 0,5% (0,2% en hombres y 0,8% en mujeres) y una incidencia de 10 casos por 100.000
habitantes (Carmona 2002), en base a los criterios de clasificacion ACR 1987.

La AR puede aparecer en personas de cualquier edad. El pico de incidencia se sitda entre
los 50 y los 75 afos. La frecuencia es dos a tres veces mayor en mujeres que en hombres.
La prevalencia en mujeres mayores de 65 afios alcanza el 5%. El riesgo de que una
persona desarrolle AR a lo largo de su vida es del 3,6% para las mujeres y del 1,7% para
los hombres (Crowson 2011).

4.1.2 Etiopatogenia

La causa de la AR no se conoce completamente, pero las evidencias disponibles apuntan
a una patogenia inmunomediada (Firestein 2003), en la que complejas interacciones
entre factores genéticos y ambientales inducen una activacion anémala del sistema
inmune, con pérdida de la tolerancia a las proteinas propias, presentacion de
autoantigenos, activacion de células Ty B especificas de antigeno y produccion alterada
de citoquinas, que eventualmente conduciria al desarrollo de las manifestaciones de la
enfermedad. En las Ultimas décadas se han dilucidado numerosos factores ambientales
(estocasticos) y genéticos (predeterminados) que pueden modificar el riesgo de
desarrollar AR y su prondstico (Silman 1996, Symmons 1997, Jacobsson 2003, van Gaalen
2004, Agrawal 2007). La estimulacién estocastica sucesiva o mantenida en individuos



susceptibles puede producir fendmenos epigenéticos y alteraciones del sistema
inmunoldgico suficientes para desencadenar una respuesta autoinmune, caracterizada
por la presencia de autoanticuerpos circulantes y liberacién de grandes cantidades de
citoquinas inflamatorias y quimiotacticas (quimioquinas). Esta fase pre-clinica puede
prolongarse durante afios antes de la aparicién de la sinovitis y las comorbilidades que
definen la enfermedad (Gerlag 2012, van Steenbergen 2013). Los autoanticuerpos
participan en la patogenia, pero no son suficientes para causar la enfermedad (Arend
2012). El hecho de que las biopsias sinoviales realizadas a pacientes con artralgias y
autoanticuerpos, considerados en fase "pre-RA", sean normales (de Hair 2014) sugiere el
requerimiento de un "segundo golpe" para pasar de la autoinmunidad a la enfermedad.
Ademas, no se detectan autoanticuerpos en todos los pacientes, por lo que desde hace
muchas décadas se distinguen dos fenotipos de AR: seropositivo (60-80%) y
seronegativo. Para esta clasificacion, se utilizan, desde 1940 el factor reumatoide (FR)
(Waaler 1940, Rose 1948), un anticuerpo anti IgG no especifico de AR que puede estar
presente en otras enfermedades autoinmunes, hepaticas o infecciosas (Shmerling 1991),
y desde hace dos décadas los ACPA, anticuerpos anti péptido citrulinado altamente
especifico de AR (Schellekens 1998, Schellekens 2000), encontrados en el 67% de los
pacientes con AR incluidos en un meta-analisis (Nishimura 2007) y forman parte de los
criterios actuales de clasificacion de la enfermedad (Aletaha 2010).

El ensamblaje de todas las evidencias disponibles esta propiciando nuevas hipotesis
sobre la patogenia de la enfermedad, con diversas vias que operan de forma variable en
pacientes individuales (Firestein 2014, Tan 2016, Catrina 2016a).

4.1.2.1 Factores genéticos

Los factores genéticos son muy importantes en la susceptibilidad y en la gravedad de
AR. Los mas determinantes dependen del Complejo Mayor de Histocompatibilidad
(CMH) o antigeno leucocitario humano (HLA), pero existe un centenar de polimorfismos
genéticos fuera del HLA que contribuyen en menor medida. Los datos estimados de
heredabilidad en la AR (entre el 21 y el 65% segun el tipo de estudios) (Silman 1993,
MacGregor 2000, Frisell 2013, Sparks 2014), de concordancia en gemelos monocigoticos
(12-15%) y dicigéticos (3,5%) y de asociacion familiar (2-5%) sugieren que muchos otros
factores ambientales deben participar en la patogénesis (Aho 1993, Silman 1993,
Hemminki 2009). Las influencias epigenéticas, como alteraciones en la metilacion de DNA
o la regulacién de microRNAs, entre otras, también pueden aumentar la expresion de
genes proinflamatorios (Kaminsky 2009, Bottini 2013).

41.21.1 Genes HLA

La region CMH en el cromosoma 6 consta de un grupo de genes que codifican una
variedad de marcadores de superficie celular mayoritariamente involucrados en la
funcion inmune. Los genes de la region Il codifican moléculas HLA de clase Il, HLA -DP,
-DQ y -DR, expresadas constitutivamente en células presentadoras de antigeno (CPA,
como las células dendriticas, macréfagos o células B) e inducibles durante los estados
inflamatorios en otros tipos de células. Los genes de la regién Il del CMH se encuentran



entre las regiones | y Il, no son HLA, pero estan relacionados con el complemento,
citoquinas (TNF) y HSP-70, entre otros.

Desde los afios 70 se sabe que el 70% de los pacientes con AR portan HLA-DR4, frente
al 30% de los controles (Stastny 1978). Posteriormente, se identifico una secuencia de
aminoacidos en las posiciones 70-74 de la tercera regién hipervariable de la cadena
del HLA-DR (Gregersen 1987), que fue llamada epitopo compartido (SE, del inglés shared
epitope; 70QKRAA74, 70QRRAA74, o 70RRRAA74 - cddigo de aminoacidos de una letra)
porque era comun en las variantes alélicas asociadas mas estrechamente a la AR en
diferentes etnias. El SE ha sido encontrado en HLA-DRB1 *04 (04:01, 04:04, 04:05, 04:08)
y HLA-DRB1 *01 (01:01, 01:02) y los alelos HLA-DRB1 *14:02 y HLA-DRB1 *10:01 (Stastny
1978, Nepom 1986, Wordsworth 1989, Nelson 1991, Wordsworth 1991, Yelamos 1993),
pero los mas estrechamente ligados a la AR (mayor riesgo) son DR *04:01, DR *04:04,
DRB *01:01 y DRB *14:02, detectandose al menos uno de estos alelos en mas del 90% de
los pacientes con AR seropositiva (Weyand 1992). Las combinaciones de alelos HLA-
DRB1 en genotipos heterocigotos compuestos parecen amplificar el riesgo de desarrollar
AR (Fries 2002, Jawaheer 2002, Lenz 2015). Por el contrario, algunos alelos HLA-DRp1
especificos confieren proteccion para la AR, como el HLA-DRB1 *13:01 en Europa (van
der Woude 2010)

La regién SE, situada en el bolsillo de unién a antigenos, es esencial para el
reconocimiento de antigenos por las células T. Recientemente se han identificado
aminoacidos adicionales situados en la base del surco de union al antigeno, en las
posiciones 11y 13 fuera del SE, que podrian ser decisivos en la seleccion del antigeno
presentado a la célula T (Raychaudhuri 2012, Viatte 2015). Las posiciones 11, 13, 71y 74
del HLA-DRB1 confieren al bolsillo de union al antigeno unas caracteristicas estructurales
que parecen favorecer la unién de péptidos citrulinados, en detrimento de los péptidos
originales, y la autoinmunidad (van der Helm-van Mil 2006, Scally 2013). Estos hallazgos
facilitan la comprension de la asociacion entre citrulinacion, HLA-DRB 1y autorreactividad
de células T en el desarrollo de la AR ACPA-positivo. El SE también se asocia con mayor
gravedad de la enfermedad, aparicion de manifestaciones extraarticulares y progresion
de las erosiones (Viatte 2015, Firestein 2017). Con todo, la contribucién del HLA-DRB1
explica solo una tercera parte del componente genético de la AR (Deighton 1989), lo que
hace pensar que el resto del riesgo debe distribuirse en otros genes situados fuera de la
region HLA.

41.2.1.2 Genes no-HLA

Durante los Ultimos afios, los estudios de asociacion del genoma completo (GWAS) y
analisis metagenomicos han permitido identificar mas de 100 polimorfismos de
nucleétido Unico (SNP) diferentes del HLA asociados con AR y otras enfermedades
autoinmunes, incluyendo PTPN22 (proteina tirosina fosfatasa N22), PADI4 (peptidil
arginina deaminasa), STAT4, TNFAIP3, ANKRD55, CTLA4, SCL22A4, TRAF1/C5, TYK2 y
CD40 (Seidl 1998, Suzuki 2003, Tokuhiro 2003, Begovich 2004, Kochi 2005, Remmers
2007, Diogo 2015). Ademas de codificar proteinas, algunos SNP no-HLA estan implicados
en una amplia gama de vias candidatas en la patogenia de la AR, como activacion de



células By T, presentacion de antigenos y sintesis de inmunoglobulinas (receptores CTL4,
CD28, Fc, CD40, BTLA), expresion y accion de citoquinas (receptores de TNF-a IL-6),
sefalizacion intracelular y regulacion de la funcién inmune (TRAF1-C5, STAT4), apoptosis,
citrulinacion (PADI4) (Thomson 2007, Stahl 2010, Okada 2012, Kim 2017). En la mayoria
de los casos, aun no ha sido identificada la variante causal real. Individualmente tienen
una escasa contribucion a la heredabilidad de la AR, pero pueden tener un impacto
funcional considerable (Okada 2014, Kim 2017), ademas tienden a agruparse alrededor
de los genes inmunes y potencialmente pueden interactuar para aumentar el riesgo.
Particularmente interesante es la interaccion entre PADI4 (deaminasa que convierte
arginina en citrulina) y PTPN22 (fosfatasa implicada en la sefalizacién intracelular de
células T). La mutacion de estos genes aumenta respectivamente la citrulinacion de los
péptidos y la autorreactividad de la célula T frente a estos neo-antigenos, resultando en
un aumento de péptidos citrulinados y ACPA (Suzuki 2003), que conllevan mayor riesgo
de desarrollo y de progresion de la AR. PADI2 y PADI4 se expresan en la sinovial
reumatoide y correlacionan con la inflamacion (Foulquier 2007).

Los dos determinantes genéticos principales, HLA-DR y SNP no-HLA, implican a la AR
ACPA positivo fundamentalmente, que parece depender estrechamente de la inmunidad
adaptativa dirigida por el HLA clase Il. Por el contario, tanto la heredabilidad general
como el nimero de polimorfismos asociados con la AR ACPA negativo son mucho
menores (Lundberg 2013, Bossini-Castillo 2015), probablemente porque engloba varios
subtipos diferentes de enfermedad con menor participacién de la inmunidad adaptativa
y mayor dificultad diagnostica, lo que complica su estudio (Terao 2016).

Los factores genéticos conocidos y la asociacion al sexo femenino explican un maximo
del 50% de la contribucion genética al desarrollo de AR (Vries 2011), por lo que otros
mecanismos pueden completar la herencia oculta (Feitsma 2007, Morgan 2009, Vries
2011, Vernerova 2016). La interaccion entre factores genéticos y ambientales puede ser
particularmente importante en la generacién de autoanticuerpos y el desarrollo de la AR
(Haj Hensvold 2015, Sparks 2015).

41.2.2 Factores especificos del género

La mayor prevalencia de AR en mujeres obliga a considerar la influencia hormonal,
ademas de la genética, en la susceptibilidad a la enfermedad. Los estrdgenos tienen
efectos estimulantes sobre el sistema inmunoldgico, al inhibir la funcién de células T
supresoras y mejorar la de las células T helper (Ansar 1985). De hecho, se ha observado
una asociacién entre un SNP de receptores estrogénicos de las células sinoviales, las
células T de memoria y la enfermedad (Takagi 2000).

Los numerosos estudios realizados hasta la fecha, sobre factores reproductivos y niveles
hormonales en mujeres, y también en hombres, han aportado resultados contradictorios
(Vessey 1987, Nelson 1993, Jorgensen 1996, Pladevall-Vila 1996, Heikkila 1998, Doran
2004, Karlson 2004, Pikwer 2009, Berglin 2010, Chen 2014). No parece que los
anticonceptivos orales confieran un mayor riesgo de AR (Liao 2009). La AR parece ser
mas frecuente en nuliparas y en postmenopausicas. Ademas, tiende a remitir durante la



gestacion y exacerbarse después del parto. Se ha sugerido que esta remision se da con
mayor frecuencia cuando existe disparidad en los alelos HLA de clase Il entre la madre y
el feto (Nelson 1993).

El hombre presenta un fenotipo distinto de AR con mayor edad al inicio, mayor
tabaquismo y mayor frecuencia y titulo de autoanticuerpos (Jawaheer 2006). Se han
encontrado niveles mas bajos de testosterona y dehidroepiandrosterona en los varones
con AR que en los controles, pero se desconoce si son consecuencia del estado
inflamatorio o si es un factor de riesgo para la enfermedad (Tengstrand 2002, Tengstrand
2003).

4.1.2.3 Factores ambientales

Entre los factores ambientales relacionados con el desarrollo y evolucion de la AR, el
tabaco es el mas estudiado y reconocido. Desde el inesperado hallazgo en un estudio de
contracepcion (Vessey 1987), diversas investigaciones han confirmado la interaccion
entre el tabaco y factores genéticos e inmunoldgicos y su efecto sobre el desarrollo, la
evolucion y la respuesta al tratamiento de la AR (Hazes 1990, Hernandez Avila 1990,
Heliovaara 1993, Symmons 1997, Karlson 1999, Liao 2009). Esta asociacion con el tabaco
s6lo se ha comprobado en la AR ACPA positivo, pero no en la ACPA negativo (Pedersen
2006, Pedersen 2007b). El riesgo de AR se correlaciona con la cantidad de tabaco y el
tiempo de fumador activo, y esta influenciado por la interaccion entre el tabaco y los
factores genéticos (Silman 1996, Karlson 1999, Suzuki 2003, Criswell 2006, Pedersen
2007b). La presencia del epitopo compartido aumenta el riesgo y la gravedad de la AR
en los fumadores (Suzuki 2003, Cha 2007, Mikuls 2008), pero parece que otros
componentes geneticos predisponen también al desarrollo de una enfermedad mas
grave en los fumadores (Mattey 2002). Este incremento del riesgo de los fumadores,
asociado al desarrollo y la gravedad de la AR, podria desaparecer a los 10 afios de dejar
de fumar (Criswell 2002). Ademas, los pacientes con AR que han fumado durante mas de
25 afos presentan con mas frecuencia autoanticuerpos, nodulos reumatoides y
erosiones (Saag 1997, Wolfe 2000). Los efectos nocivos del tabaco no se han
comprobado en los dispositivos sustitutivos del cigarrillo que contienen nicotina (Carlens
2010), por lo que parece no dependen directamente de ésta.

La exposicion ocupacional a polvo industrial (cemento pulverizado, fibras de vidrio, silice,
amianto, plomo) y disolventes (hidrocarburos, bifenilos y furanos policlorados y dioxinas)
puede aumentar el riesgo de desarrollar AR, como se ha demostrado en diferentes
estudios (Khuder 2002, Stolt 2010) y en los profesionales que trabajaron en el Word Trade
Center tras el ataque terrorista de 2011 (Webber 2015).

La relacion con otros factores ambientales es menos contundente. Las personas con
niveles socioeconémico y de formacién académica mas bajos parecen tener mas riesgo
de desarrollar AR (Bengtsson 2005, Pedersen 2006b, Bergstrom 2011). Algunos estudios
sugieren que la dieta mediterranea y el pescado, ricos en acidos grasos omega 3, los
suplementos de vitamina D y la ingesta de alcohol, podrian tener un pequefo efecto
protector frente al desarrollo de AR (Merlino 2004, Pattison 2004, Pedersen 2006, Holick



2007, Kallberg 2009, Liao 2009, Rosell 2009, Di Giuseppe 2012, Jin 2014) y sobre la
actividad de la enfermedad (Tedeschi 2016). El consumo elevado de carne roja no
aumenta el riesgo de desarrollar AR (Liao 2009), no esta clara la relacion con el café
(Heliovaara 2000, Mikuls 2002, Karlson 2003) y se piensa que los refrescos azucarados
pueden estar en relacion con la AR porque favorecen la obesidad, la resistencia a la
insulina y la inflamacion (Hu 2014). Del mismo modo, se ha observado una asociacion
entre la obesidad y el desarrollo de AR, sobre todo ACPA negativo, en mujeres (Pedersen
2007b, Scott 2011, Crowson 2013, Wesley 2013, Finckh 2014, Lu 2014). Algunos estudios
sugieren que el ejercicio regular podria tener un efecto protector (Sandberg 2014, Di
Giuseppe 2015). Otras comorbilidades, como diabetes mellitus, esquizofrenia, trastornos
del suefo y enfermedad tiroidea autoinmune, también han sido relacionadas con AR
(Hsiao 2015, Pan 2015).

Ademas de los factores genéticos y ambientales predisponentes, se cree que para que
se desarrolle la enfermedad es necesario un factor desencadenante (Wegner 2010,
Wegner 2010b). En este sentido se han postulado diferentes agentes infecciosos, como
EBV, CMV, parvovirus B19, micoplasmas, proteus y porphyromonas gingivalis entre otros,
como desencadenantes de la AR en individuos genéticamente predispuestos, aunque los
resultados de los estudios realizados no han sido concluyentes (Deighton 1992,
Schaeverbeke 1997, Horowitz 2000, Mikuls 2010, Turk 2014, Tan 2016). Las hipotesis
sobre el posible papel desencadenante de AR son mas atractivas para virus,
especialmente EBV y retrovirus, que para bacterias (Ferrell 1981, Saal 1999, Balandraud
2003, Piper 2006).

En la actualidad se piensa que, al igual que el tabaco y otros factores ambientales,
algunas bacterias, como la porphyromonas gingivalis causante de la periodontitis,
forman parte de los mecanismos de autoinmunidad implicados en el desarrollo de la AR
(Rosenstein 2004, Marotte 2006, de Pablo 2008, Lundberg 2010). Estas bacterias también
se asocian con ACPA y epitopo compartido, y podrian interactuar con el tabaco y los
genes de susceptibilidad (van Eden 1988, Mikuls 2010, Wegner 2010, Wegner 2010b,
Kharlamova 2016).

Los antigenos de agentes infecciosos podrian compartir determinantes antigénicos con
proteinas del huésped y dar lugar a una reaccién cruzada contra él (teoria del mimetismo
molecular). En estudios experimentales se ha comprobado que ciertos superantigenos,
como las proteinas de shock caliente (HSP) de mycobacterium tuberculosis, EBV o
echerichia coli, pueden activar multiples clones de células T, desarrollar una respuesta
inmune y producir una sinovitis persistente (van Eden 1988, Burmester 1991, Albani 1995,
Albani 1996), pero también podrian inducir una respuesta supresora de la enfermedad
(Tukaj 2010).

4.1.2.4 Interacciones entre genes vy de genes con factores ambientales

Las complejas interacciones entre factores genéticos y ambientales que intervienen en la
patogenia de la AR, especialmente ACPA-positivo, son motivo de continua investigacion.



La produccion de ACPA se ha encontrado asociada al tabaquismo en pacientes con alelos
HLA-DR de riesgo, especialmente SE, (Linn-Rasker 2006, van der Helm-van Mil 2007,
Verpoort 2007, Pedersen 2007b, Svard 2015) y a un SNP de PTNP22, especialmente en
presencia de tabaquismo y/o HLA-DR(SE) (Kallberg 2007, Lee 2007, Mahdi 2009, Morgan
2009, Terao 2016). El gen de la proteina tirosina fosfatasa N22 (PTPN22) ayuda a regular
las células T y B. La proteina resultante del SNP puede ser menos eficiente tanto en la
eliminacion de clones de células T autorreactivas (pérdida de tolerancia) como en la
inhibicion ~ de la respuesta de células T a neo-antigenos, incrementado la
autorreactividad y la autoinmunidad (Begovich 2004).

Los polimorfismos genéticos asociados a la AR identifican a las células T como principales
impulsores de las anomalias inmunes encontradas en la AR (Grimbacher 2016), donde el
insulto inicial decisivo es la pérdida de la tolerancia inmunoldgica. La AR parece iniciarse
en las mucosas, que son una interfase entre el exterior y el sistema inmune y contienen
estructuras organizadas de tejido linfoide (MALT, tejido linfoide asociado a las mucosas),
donde los linfocitos maduran y se diferencian en células efectoras y de memoria.
Posteriormente, las células T y B autorreactivas se activan y se expanden continuamente,
liberando citoquinas y autoanticuerpos (Weyand 2017). Se ha encontrado asociacion de
la inflamacion pulmonar, periodontitis y disbiosis intestinal con la AR ACPA-positivo
(Makrygiannakis 2008, Koziel 2014, Block 2016, Catrina 2016) (Scher 2013, Liu 2016), asi
como niveles elevados de plasmablastos IgA en pacientes ACPA-positivo antes de
desarrollar AR (Kinslow 2016). El estrés de las mucosas puede alterar la inmunidad innata
y aumentar el proceso fisiolégico de modificacion postraduccional de las proteinas. Las
modificaciones mas conocidas en la AR son citrulinacion (transformacion enzimatica de
arginina en citrulina) y carbamilacién (transformacién no enzimatica de lisina y cianato
en homocitrulina). En el pulmén, el tabaco y otros contaminantes pueden producir
inflamacion, expresion de PAD y citrulinacion de proteinas (Vassallo 2014), carbamilacion
por cianato (Shi 2014) o alteraciones epigenéticas, especialmente metilacion de DNA
(Tsaprouni 2014). Estos neo-antigenos se unen con mayor afinidad al HLA-DRB1(SE) que
los péptidos originales y son presentados por las CPA a las células T autorreactivas
especificas de antigeno, que estimulan la formacion de autoanticuerpos por las células B
(Catrina 2016), especialmente en presencia del SNP de PTPN22. Se han encontrado ACPA
de diferente especificidad contra diferentes péptidos citrulinados (fibrindgeno,
vimentina, fibronectina, colageno, enolasa, histonas y muchos otros) hasta en el 80% de
las AR establecidas y CarPA frente a péptidos carbamilados en el 30% de AR ACPA
positivo (Shi 2014, Catrina 2016, Firestein 2017) y en el 30% de AR ACPA-negativo (Shi
2014). También se han descrito anticuerpos frente a proteinas acetiladas (Juarez 2016).

4.1.2.5 Autoanticuerpos e inmunocomplejos en AR

El FR, un autoanticuerpo anti IgG conocido desde 1940 (Waaler 1940, Rose 1948), aunque
no es especifico de la AR, dio lugar a su clasificacién en seropositiva y seronegativa. Los
avances en el conocimiento de los mecanismos autoinmunes producidos en los ultimos
50 afos posibilito la identificacion de los ACPA en los afios noventa, que han tenido un
impacto importante en la compresiéon de la patogenia, constituyen un importante



biomarcador y forman parte de los criterios de clasificacion de AR desarrollados
conjuntamente por EULAR y ACR en 2010 (Aletaha 2010) (Tabla 1). Los ACPA tienen una
especificidad del 90% para AR, siendo infrecuentes en otras enfermedades y raros en
personas sanas (Paimela 1992, Anzilotti 2006, Nishimura 2007, Fattah 2009, Singh 2011,
Terao 2014, Tan 2016). Se detectan en el 50% de los pacientes al inicio, en el 80-90% de
las AR establecidas, y en el 20% de los familiares de primer grado no afectados. Permiten
distinguir dos subtipos de AR, ACPA-positivo y ACPA-negativo, y su aparicion incrementa
el riego de desarrollar AR. De hecho, se ha visto que los autoanticuerpos (ACPA, CarPAy
FR) pueden estar presentes varios afos antes del comienzo de la artritis (Rantapaa-
Dahlqgvist 2003, Nielen 2004, van de Stadt 2011, Hensvold 2015).

Durante una primera fase, los ACPA se formarian por la pérdida de tolerancia de linfocitos
T autorreactivos a proteinas citrulinadas en las mucosas, con la participacién de
desencadenantes ambientales y eventos epigenéticos estocasticos. A través del sistema
linfatico pasarian a la circulacién, donde pueden ser detectados (como el FR o los CarPA)
muchos afios antes de que aparezca la AR, que incluso puede no llegar a desarrollarse
nunca (Rantapaa-Dahlqgvist 2003, Nielen 2004, van de Stadt 2011, Hensvold 2015).
Aparecen primero los ACPA y posteriormente el FR (Aho 1993, Nielen 2004, Shi 2014). En
ausencia de sintomas inflamatorios, es imposible predecir qué personas con ACPA (o FR)
desarrollaran AR (van Beers 2013). Poco antes del comienzo de la enfermedad aumenta
el porcentaje de pacientes con autoanticuerpos y se produce un fenomeno de eclosion
y maduracién de los ACPA, que aumentan en titulo y variedad antigénica, y cambian de
isotipo y patrén de glicosilacién (van der Woude 2010, van de Stadt 2011, Brink 2013,
Rombouts 2015), probablemente en respuesta a un segundo estimulo ambiental en el
gue participan una vez mas las moléculas HLA de clase Il (Koning 2015). Después del
primer afio de AR, los titulos de ACPA suelen permanecer estables (van der Woude 2010).
Las especificidades de los ACPA (fibrinbgeno, vimentina, fibronectina, colageno, enolasa
e histonas, entre otros) varian ampliamente entre los pacientes (Anzilotti 2006) y suelen
presentar reactividad cruzada. En general, se asocian con mayor actividad inflamatoria,
manifestaciones extraarticulares, dafo articular y mortalidad (Kastbom 2004, Kuller
2014), e incluso con erosiones tempranas (Courvoisier 2008, Syversen 2010, Plant 2011,
Binder 2013), pero no se ha visto correlacién de una especificidad concreta con la
actividad o progresion de la enfermedad (Scherer 2011, van Beers 2013). También FR y
CarPA se han asociado con la persistencia y gravedad de la AR (Shi 2014, Humphreys
2015), incluso algunos autores defienden que el FR esta mas relacionado que los ACPA
con la liberacion de TNF-q, la actividad inflamatoria y la progresion del dafio estructural
(Sokolove 2014, Aletaha 2015, Tan 2016). Tanto, los ACPA, por efecto directo sobre los
osteoclastos (Kleyer 2014), como el FR, a través del TNF-a y del activador del receptor
del ligando NF-kB (RANKL) (Lam 2000, Binder 2013), activan la osteoclastogénesis y la
pérdida Osea. Los niveles séricos de FR (Bohler 2013) y, en menor medida, de ACPA
(Kastbom 2004) pueden ser modificados por la respuesta terapéutica.



Tabla 1. Criterios de clasificacion para artritis reumatoide ACR-EULAR 2010

¢Quiénes deben ser examinados?

Pacientes que:

Tengan al menos una articulacidn con clinica de sinovitis

Con sinovitis que no puede ser explicada mejor con otro diagndstico

A. Afectacion articular (0-5)

1 articulacién mediana o grande

2 a 10 articulaciones medianas o grandes
1 a 3 articulaciones pequefias

4 a3 10 articulaciones pequefiias

v w N -, O

Mas de 10 articulaciones (al menos 1 pequefia)

B. Serologia (0-3)

Negatividad para Anti CCP y FR 0
Al menos 1 positivo a titulo bajo 2
Al menos 1 positivo a titulo alto 3
Menos de 6 semanas 0
Mas de 6 semanas 1
Normalidad para PCR o VSG 0
Anormalidad para PCR o VSG 1

Para clasificar a un paciente con un diagndstico de AR debe tener al menos 6 de los 10 puntos
posibles.

Fuente: (Aletaha 2010)

Los autoanticuerpos también son producidos en el tejido sinovial donde activan la
inmunidad innata local y el complemento, potencian el reclutamiento de células
inflamatorias (Trouw 2009), amplifican la respuesta de macréfagos y mastocitos,
estimulando la secrecion de TNF-a e IL-8 (Laurent 2011, Anquetil 2015, Sohn 2015,
Suurmond 2015), activan a los neutrdfilos e inducen la liberaciéon de NET (NETosis), fuente
de péptidos citrulinados, y activan la expresion de genes y de citoquinas proinflamatorios
por los fibroblastos sinoviales (Carmona-Rivera 2013), especialmente cuando forman
inmunocomplejos. Esta sucesion de estimulos antigénicos ocasionados por el dafio
articular parece contribuir a la perpetuacién de la inflamacion en la AR (Smolen 2009,
Nathan 2010).
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4.1.2.6 De la autoinmunidad a la enfermedad

Existen evidencias de que los ACPA son patogenos. Los pacientes con AR ACPA-positivo
suelen experimentar artralgias y aumento de bajas laborales, antes de presentar artritis
(Catrina 2016). La combinacion de dolor y ACPA positivo, tiene un alto valor predictivo
para el desarrollo de AR (van Steenbergen 2013, Nam 2016). La AR ACPA-positivo se
asocia a pérdida 0sea, incluso antes del desarrollo de la enfermedad (van Schaardenburg
2011, Kleyer 2014), lo que sugiere un efecto directo de los ACPA sobre el hueso. Estudios
realizados en animales y humanos han confirmado que algunos ACPA, como la
vimentina, se unen a péptidos citrulinados de los osteoclastos y estimulan la liberacién
de IL-8 (Kopesky 2014, Krishnamurthy 2016, Wigerblad 2016). La IL-8, de forma autocrina,
induce osteoclastogénesis (Ossipova 2014, Krishnamurthy 2016) y estimula los
nociceptores de las terminaciones de neuronas sensoriales de la articulacion (Zhang
2013, Wigerblad 2016), que permiten explicar respectivamente la pérdida ésea con
erosiones sutiles y las artralgias en ausencia de inflamacion de individuos ACPA-positivo
antes del comienzo de AR, pero no el desarrollo de artritis (Catrina 2016). Se ha postulado
que la difusion de moléculas solubles hasta la articulacién podria iniciar el proceso
inflamatorio (Haavardsholm 2008).

En la etapa clinica, el proceso de enfermedad migra de los 6rganos linfoides secundarios
a los tejidos periféricos, en particular a la sinovial, donde las células T, B y plasmaticas,
junto con las CPA especializadas, crean estructuras linfoides organizadas e interactdan
con células residentes sinoviales (FS), endoteliales, macro6fagos, neuronales, condrales y
Oseas (Takemura 2001, Choy 2012). Una vez iniciada, la inflamacién sinovial aumenta la
actividad PAD vy la citrulinacion en fibroblastos y macréfagos sinoviales, lo que
incrementa la produccion de ACPA y su union a péptidos citrulinados de estas células
amplificando la inflamacién (Makrygiannakis 2006, Sokolove 2011). Los ACPA también
contribuyen a la perpetuacion de la inflamacién por otros mecanismos, como activacion
del complemento (Trouw 2009, Sokolove 2011), NETosis (Khandpur 2013), activacion de
macrofagos, mastocitos y plaquetas (Sokolove 2011, Habets 2015, Suurmond 2015),
apoptosis de osteoblastos (Barbarroja 2014, Lu 2016) y estimulacién de la expresién de
mediadores protrombéticos, proinflamatorios y pro-oxidativos en monocitos y linfocitos
(Barbarroja 2014). Ademas, en la perpetuacion de la inflamacién y la destruccion articular
participan la produccién de citoquinas inflamatorias (IL-6 y TNF-a), la transformacién de
FS en células semiauténomas, con la contribucion de células Ty B especificas de péptidos
citrulinados (Patel 2014, Chemin 2016, Mclnnes 2016) y la proliferacion de células
inmunes y células residentes de la sinovial, que forman el pannus.

La membrana sinovial normal, relativamente acelular, estda formada por una capa de
revestimiento de 2-3 filas de espesor de células que contiene macrofagos dispersos
rodeados por FS y escasos vasos sanguineos. Las biopsias sinoviales en pacientes con
artralgias ACPA/FR positivos (AR pre-clinica) son esencialmente normales (de Hair 2014).
Cuando comienza la inflamacion articular, la capa de revestimiento se va hipertrofiando
(mas de 10 lineas de espesor) por la entrada de células caracteristicas de la respuesta
inmune innata (macréfagos, células dendriticas, mastocitos, células asesinas naturales



(NK), células linfoides innatas) y adaptativa (como linfocitos B, linfocitos T y células
plasmaticas), pero muy escasos neutrofilos (Mclnnes 2011). Las células de la sinovial
reumatoide producen factor de transcripcion HIF-1y factores angiogénicos (HBGF, MAF,
VEGF, PG E1y E2, IL8, ENA-78, angiopoyetina 1y heparinasa) para formar nuevos vasos
sanguineos que aseguren la migracién celular y el mantenimiento de la sinovial
hipertréfica (Szekanecz 2010). Las moléculas de adhesion producidas por las células
endoteliales en respuesta a citoquinas generadas en la sinovial promueven la entrada de
leucocitos (células T y B autorreactivas) a la articulacion. Inicialmente las células T
representan mas del 50% del infiltrado sinovial, con una preponderancia de Th1y Th17
y deficiencia de Th2 y de células T reguladoras funcionalmente alteradas (Firestein 2017),
mientras que las células B solo representan el 5%. La respuesta linfocitaria esta dirigida
por una variedad de antigenos (colageno tipo Il, gp 39 del cartilago, Ig G, PTMs y GP],
entre otros) presentados por las CPA, con la necesaria coestimulacion (CD28/CD80,
CD86, LFAT) (Liu 1992) y reconocidos por las células T, que pueden dar lugar a la
produccién de anticuerpos por las células B o a la activacién de subtipos de células T
helper (He 2000, Baeten 2004, De Rycke 2004, Nissim 2005, Kinloch 2008). Los ACPA
generados, incluso si son monoclonales, tendran reactividad cruzada contra otros
péptidos citrulinados (Amara 2013, Corsiero 2013, Scally 2013, Catrina 2016, Croft 2016).

Los FS participan en el inicio y perpetuacion de la AR, adoptando un fenotipo autbnomo
agresivo e invasivo que contribuye al dafo articular. Pueden ser clasificados en diferentes
fenotipos segun su perfil de citoquinas (Croft 2016). Por el contrario, los neutréfilos estan
confinados en el liquido sinovial (hasta el 90% de las células), donde migraron y fueron
retenidos por acciéon de C5a (el principal factor quimiotactico de neutréfilos) y C4a
(inhibidor de quimiotaxis para monocitos), y contribuyen al proceso inflamatorio,
generando trampas extracelulares (NETs) y presentando antigenos (CPA).

El pannus sinovial tiene propiedades destructivas e invasivas (Karmakar 2010), que
originan las lesiones erosivas caracteristicas de la AR en la union de la membrana sinovial
al cartilago. El cartilago es inicialmente dafado por metaloproteasas secretadas por FS,
PMN y condrocitos, especialmente elastasa (MMP-12) y estromelisina (MMP-3)
(Constantin 2002, Liu 2004) y después invadido por FS del pannus en el sitio de union de
la capsula articular. El hueso subcondral es dafiado por las MMP y por osteoclastos
activados por citoquinas (TNF-o, IL-8, IL-18, RANKL y catepsinas) secretadas por células
inmunes de la sinovial (Hofbauer 2004, Dai 2007). Contrariamente a lo que ocurre en
otras enfermedades articulares inflamatorias, en la AR activa no se aprecian signos de
reparacion Osea en respuesta a la inflamacion (Firestein 2003, Walsh 2005), ya que
aumentan los niveles de DKK-1 que inhibe la via Wnt y la actividad osteoblastica (Diarra
2007, Goldring 2007). En ausencia de tratamiento eficaz, la inflamacion persistente de la
AR produce un dafio articular y 6seo progresivo (Weyand 2017).

Durante toda la evolucién de la AR, estan migrando células T y B desde los tejidos
linfoides secundarios a los tejidos periféricos, donde interactian con células residentes
para ocasionar el dafo tisular asociado a las manifestaciones articulares vy
extraarticulares. De esta forma, el proceso patolégico de la AR se extiende a lo largo de



décadas con la implicacién de multiples microambientes tisulares diferentes.

4.1.3 Manifestaciones clinicas de la artritis reumatoide

La AR es una enfermedad sistémica inflamatoria cronica que afecta principalmente a las
articulaciones sinoviales. En general, la artritis progresa de las articulaciones periféricas a
las proximales, de forma simétrica. Sin tratamiento, produce destruccion articular e
incapacidad musculoesquelética significativa en un periodo de 10-20 afios (Pincus 1984).

4.1.3.1 AR de reciente comienzo

El comienzo de la artritis suele ser poliarticular e insidioso (forma tipica), pero en
ocasiones es agudo, intermitente, migratorio o monoarticular. Tiende a acompafarse de
limitacién funcional y sintomas sistémicos, como mialgias, cansancio, febricula, pérdida
de peso y depresién, pero las manifestaciones extraarticulares inicialmente son menos
frecuentes.

En su forma tipica comienza de forma insidiosa, simétrica y aditiva, sobre todo en las
pequefas articulaciones de manos (MCF e IFP) y pies (MTF) y las mufiecas, aunque puede
afectar a cualquier articulacién de las extremidades (Fleming 1976, Lee 2001). Se
acompafa de dolor articular generalizado y de rigidez prolongada tras el reposo (>1
hora) que refleja la gravedad de la inflamacion articular (Lineker 1999). En los pacientes
mas mayores puede ser indistinguible de una polimialgia reumatica (PMR) e, incluso, no
desarrollar sinovitis hasta meses después. En algunos casos, se produce artritis de corta
duracion que resuelve completamente y se repiten con periodicidad variable
(reumatismo palindrémico). Los pacientes (28-67%) que desarrollan AR suelen presentar
factores de riesgo genéticos de susceptibilidad a AR, ACPA positivo y buena respuesta a
hidroxicloroquina (Maksymowych 2002, Koskinen 2009, Katz 2012). En otras ocasiones,
pueden presentar monoartritis (mufieca, rodilla, hombro, cadera o tobillo) durante
semanas o meses, antes de extenderse a otras localizaciones.

Las articulaciones afectadas suelen ser periféricas, con tendencia a la simetria, y aparecen
dolorosas a la palpacion y a la movilizacion articular, hinchadas, con aumento leve de la
temperatura. El calor y el enrojecimiento no son signos caracteristicos de AR. El dolor a
la compresion (Squeeze test) y la tumefaccion palpable en MCF y MTF, asi como la
reduccion de la fuerza de prension de las manos, son muy caracteristicos de AR
(Wiesinger 2013, van den Bosch 2015). Las manos suelen ser la carta de presentacién de
la AR (Gordon 1985). Puede acompafarse de eritema o tenosinovitis palmar, dedo en
resorte, edema del dorso de la mano (guante de boxeo) y sindrome del tunel del carpo
(5%). Los pies suelen ser un reflejo de las manos. En ocasiones, se produce derrame
sinovial en la rodilla puede dar lugar a un quiste palpable (Baker).

Inicialmente no suele encontrarse afectacion proximal (hombros y caderas), axial
(articulaciones interfacetarias, atloaxoidea, acromioclavicular, esternoclavicular,
temporomandibular y cricoaritenoidea) ni extraarticular.

Los pacientes con AR presentan datos analiticos correspondientes a un proceso



inflamatorio sistémico, como anemia de trastornos cronicos, trombocitosis, leucocitosis
leve y elevacion de reactantes de fase aguda (VSG y PCR) y a un proceso autoinmune,
como los autoanticuerpos, FR y/o ACPA (AR seropositiva) en el 80% de los casos y ANA
en el 25% de los casos. Los autoanticuerpos FR y ACPA tienen implicaciones diagnosticas
y pronosticas. El sindrome de Felty, con neutropenia y esplenomegalia, es muy
infrecuente.

El liquido sinovial de las articulaciones afectadas suele ser de caracteristicas inflamatorias,
con un recuento elevado de leucocitos (hasta 25.000/mm?3) y predominio de PMN. Los
recuentos mas elevados obligan a descartar infeccién coexistente (Krey 1979, Dougados
1996).

La RM vy la ecografia son mas sensibles para detectar inflamacién y para predecir la
formacion de erosiones (McQueen 2003, Terslev 2003), pero en practica clinica se utiliza
la radiologia simple de las manos y los pies para la valoracion de los pacientes. Los
cambios mas precoces son el aumento de partes blandas y la osteopenia periarticular,
pero alrededor del 30% de los pacientes presentan erosiones articulares durante el
primer afio (Koh 2015) y hasta el 90% de los no respondedores durante el 2° afio (Fuchs
1989, van der Heijde 1992), mas frecuentes en estiloides, MCF e IFP de las manos y MTF
de los pies del miembro dominante.

4.1.3.2 Evolucién clinica

La expresion clinica de la AR es diferente en cada paciente (Masi 1983). La actividad
clinica suele ser fluctuante, influenciada por causas enddgenas y modulada por el
tratamiento. La remision clinica mantenida sin tratamiento es muy rara (Pinals 1982,
Gossec 2004). El dafio estructural es acumulativo e irreversible y se asocia a la actividad
inflamatoria y a los mecanismos de lesion y reparacion 6sea (Wolfe 1998), pero se ha
comprobado progresion del dafio en pacientes considerados en remision clinica con
FAMEs (Molenaar 2004), por lo que ACR y EULAR, para evitar la variabilidad, acordaron
una definicién de remisién, categdrica o basada en un indice de actividad (SDAI), para
ser utilizada en ensayos clinicos (Felson 2011) (Tabla 2), que ha demostrado ser de
utilidad en la practica clinica (Shahouri 2011).



Tabla 2. Nuevos criterios ACR / EULAR de remision clinica de artritis reumatoide

Definicidn categdrica

El paciente tiene que cumplir todos los criterios siguientes en cualquier momento.
e Articulaciones dolorosas <1*
e Articulaciones inflamadas <1*
e PCR<1mg/dl
e Valoracidn de actividad por el paciente <1 (en escala de 0-10)*

Definicion basada en un indice

SDAI £3,3%

* Para el recuento de articulaciones dolorosas e inflamadas, el uso del recuento de 28 articulaciones puede omitir
articulaciones activamente implicadas como pies y tobillos, que deben ser tenidas en cuenta.

T Se sugiere utilizar la EVA de valoracién global de la enfermedad por el paciente.

} Definido como la suma simple del nimero de articulaciones dolorosas y de articulaciones inflamadas (usando el

recuento de 28), la valoracion global del paciente y del médico (escala de 0 a 10) y el valor de PCR (mg/dl).

Fuente: (Felson 2011)

4.1.3.2.1 Afectacion articular

Con la progresion de la enfermedad se produce en casi todos los pacientes la afectacion
simétrica de las articulaciones periféricas, con dafio estructural acumulado. En las manos,
se producen deformidades caracteristicas (rafaga cubital, dedos en cuello de cisne, en
Boutonniere o con el signo del arco) por afectacién de tendones, que pueden llegar a
romperse (pulgar, anular y mefique). En la muieca se produce pérdida de la extension
con subluxacién volar y desviacién radial del carpo que deja una estiloides muy
prominente (Hastings 1975). Se puede encontrar una limitacion de la extensién del codo,
pero la afectacién destructiva de codo, hombros y manguito de los rotadores suele ser
tardia.

En los pies, como en las manos, se pueden producir subluxaciones y deformidades de
los dedos, limitacién dolorosa de los movimientos del tarso, roturas tendinosas y
neuropatia por atrapamiento (tibial). En la rodilla, se puede formar un quiste sinovial
popliteo (de Baker), detectable por palpacion (Gerber 1974), cuya rotura puede
confundirse con una TVP o tromboflebitis aguda (Kraag 1976). Las deformidades de
rodilla y la afectacién de cadera pueden aparecer en AR establecida.

La participacion de las articulaciones axiales y centrales es menos comun (20 al 50% de
los pacientes) y por lo general mas tardia. Las mas conocidas son la subluxacién atlo-
axoidea y la afectacion cricoaritenoidea.

4.1.3.2.2 Afectacion extraarticular

Alrededor del 40% de los pacientes con AR presentaran, ademas de anemia y cansancio,
manifestaciones extra-articulares en el curso de la enfermedad (Turesson 2003,
Myasoedova 2011). Aparecen con mayor frecuencia en pacientes mas mayores,
fumadores y con autoanticuerpos (FR, ACPAs, ANAs), conllevan un aumento de la



gravedad de la enfermedad, de la morbilidad global, y de muerte prematura (Turesson
2002, Gabriel 2003, Turesson 2007) y pueden acompanarse de fiebre, pérdida de peso y
fatigabilidad. Los trastornos depresivos estan presentes entre 17 y 39% de los pacientes
con AR (Matcham 2013, Rathbun 2013, Sturgeon 2016).

En la AR se produce con frecuencia pérdida Osea sistémica, periarticular y focal. Los
pacientes con AR tienen un incremento del riesgo de osteoporosis por DMO (22%),
debido a inmovilidad, inflamacion sistémica y glucocorticoides (McDougall 1994,
Haugeberg 2002, Deal 2012), de fractura mayor (30%) y de cadera (40%) por FRAX (Kanis
2008) y de fracturas vertebrales y de huesos largos (@rstavik 2004, Roldan 2006), por lo
que deben ser examinados y tratados con antirresortivos precozmente. La osteoporosis
yuxta-articular se debe a la inhibicion de la formacién 6sea por las citoquinas y la focal
se debe a invasion del pannus y predice el desarrollo de erosiones (Jimenez-Boj 2007,
Bejarano 2012, Black 2013). La debilidad muscular, frecuente en la AR, suele deberse a
atrofia muscular por desuso, pero se deben tener en cuenta causas menos frecuentes,
como miositis (con CPK, ENG y biopsia compatible), vasculitis y miopatia inducida por
farmacos (glucocorticoides, antimalaricos y estatinas) en caso de debilidad muscular
objetivable. En pacientes mayores con AR evolucionada y mal controlada, la sarcopenia
(aumento de la masa grasa y disminucion de la masa magra), contribuye a reducir la
capacidad funcional y aumentar el riesgo cardiovascular (Giles 2008, Giles 2010, Ormseth
2013).

Las manifestaciones cutaneas en la AR son frecuentes y variadas, incluyendo nédulos
subcutaneos, Ulceras cutaneas, dermatosis neutrofilica, lesiones urticariformes, cambios
dérmicos por corticoides, atrofia cutanea sobre las articulaciones y fenbmeno de
Raynaud (Sayah 2005). Las Ulceras cutaneas en piernas, de origen multifactorial, tienen
una evolucion térpida y se asocian a muerte prematura (Jebakumar 2014).

Los nddulos reumatoides, presentes hasta en un tercio de los pacientes, se asocian a FR,
ACPA, alcohol y tabaco (Nyhall-Wahlin 2006, Kim 2008). Son la manifestacion cutanea
mas frecuente (Sayah 2005, Highton 2007), aparecen predominantemente en las zonas
de presion o roce, a veces son dolorosos y pueden ulcerarse. También pueden ser
viscerales (hueso, pulmon, higado, corazén), pueden surgir en multiples zonas (nodulosis
reumatoide) (Ginsberg 1975) y empeorar con MTX (nodulosis acelerada). Los pacientes
de AR con noédulos son mas propensos a desarrollar vasculitis, lesion articular mas
destructiva (Nyhall-Wahlin 2011), afectacién extra-articular, mayor riesgo cardiovascular
y muerte prematura (Kaushik 2015, England 2016).

La manifestacion ocular mas frecuente es la sequedad en el Sindrome de Sjogren (SS),
insidiosa durante afios, que puede llegar a producir Ulceras en conjuntiva y cérnea
(Pertovaara 1999). Otras manifestaciones, como epiescleritis (enrojecimiento y dolor sin
afectacion de la vision), escleritis (inflamacion dolorosa y destructiva en la esclera, cornea
y Uvea que conduce a la ceguera) y uveitis, son menos frecuentes (McGavin 1976). El SS
es un trastorno inflamatorio crénico caracterizado por hipofuncién de las glandulas
exocrinas y otras manifestaciones extra-glandulares (Asmussen 1996, Ramos-Casals
2005), que puede aparecer de forma aislada (primario, SSP) o asociado a una enfermedad



reumatica (secundario, SSS), siendo la artritis reumatoide la mas frecuente. Las
manifestaciones exocrinas principales son xeroftalmia, xerostomia, xerosis, dispareumnia
y tos seca. Las extra-glandulares (25%) pueden ser muy diversas e interesar los sistemas
cutaneo, musculoesquelético (Lindvall 2002, Kittridge 2011, Amezcua-Guerra 2013),
pulmonar (Matsuyama 2003, Kreider 2014), cardiaco (Bartoloni 2015, Gravani 2015),
digestivo (Skopouli 1994, Kaplan 2002, Ebert 2012), genitourinario (Lehrer 1994, Lee
2006) o neuroldgico (Delalande 2004, Mori 2005).

La afectacion pulmonar es frecuente y constituye la segunda causa de muerte en la AR.
Puede ser poco sintomatica (Young A 2007) o dar manifestaciones tempranas
(Marigliano 2013, O'Dwyer 2013). La mas frecuente y grave es la enfermedad pulmonar
intersticial difusa (EPID), con una prevalencia entre el 10 y el 50% en funcion de la
poblacién estudiada y las técnicas de estudio empleadas (Suzuki 1994, Gabbay 1997,
Dawson 2001, Suda 2015), y con una supervivencia mediana de 3 afios (Bongartz 2010,
Suda 2015). Se asocia a gravedad y seropositividad (FR y ACPA) de la AR, edad, sexo
masculino y tabaquismo (Shidara K 2010, Kelly 2014). El TAC de alta resolucion predice
el patrén de EPID con una especificidad del 96-100%, siendo los mas frecuentes
neumonitis intersticial usual (NIU), neumonitis intersticial no especifica (NINE) y
neumonia organizativa (BONO) (Tanaka 2004, Lee 2005, Assayag 2014). Otras
manifestaciones menos frecuentes son pleuritis, obstrucciones de via aérea,
hiperreactividad bronquial, bronquiolitis, bronquiectasias, ndédulos reumatoideos,
embolias y toxicidad por farmacos (King 2011, Kim 2013).

Los pacientes con AR tienen mayor prevalencia de factores clasicos de riesgo
cardiovascular (CV) y presentan enfermedad arterial coronaria, insuficiencia cardiaca y
fibrilacion auricular con mayor frecuencia que la poblacion general, pero la afectacion
cardiaca reumatoide (miocarditis, pericarditis) es poco frecuente y se asocia a AR activa,
seropositiva y extraarticular (Gabriel 2010, Lindhardsen 2012). La actividad inflamatoria
es un factor de riesgo independiente para enfermedad coronaria (Turesson 2007) y para
insuficiencia cardiaca. La enfermedad vascular no cardiaca puede tomar formas muy
diversas, como vasculitis  reumatoide (cutanea, visceral, neuroldgicas), arteriopatia
aterosclerdtica periférica, tromboembolismo venoso o accidente cerebrovasculares
(del Rincon 2005, Liang 2006, Bacani 2012, Holmqvist 2012). En conjunto, las
enfermedades CV constituyen la primera causa de mortalidad de los pacientes con AR.

El rindn puede afectarse por efectos directos de la enfermedad (glomerulonefritis,
vasculitis o amiloidosis) (Helin 1995) o por toxicidad medicamentosa (Karie 2008). Las
manifestaciones mas frecuentes son proteinuria y disminucion del filtrado glomerular.

La afectacion neuroldgica central o periférica de la AR ocurre generalmente por
compresion o infiltracion de la médula o de los nervios por sinovitis y pannus, nddulos o
vasculitis reumatoide. La afectacion del SNC es variada, pero infrecuente, destacando la
mielopatia cervical por inestabilidad (C1-C2) y los accidentes cerebrovasculares (Nakano
1975, Mayer 1976, Scott 1981, Sigal 1987, Bathon 1989, Starosta 2007, Avifia-Zubieta
2008, Narvaez 2008, Molloy 2009, Takahashi 2014). Las neuropatias periféricas pueden
ser compresivas (50% de los pacientes con AR) o no compresivas. La compresion del



mediano en el tunel del carpo es la manifestacion neuroldgica mas frecuente, pero
pueden afectarse muchos otros nervios (Nakano 1975b, McGuigan 1983, White 1988).
Otras causas de manifestaciones neuroldgicas son vascular, incluidas las vasculitis,
muscular, del sistema nervioso auténomo y farmacoldégicas (Haslock 1970, Askari 1976,
Lanzillo 1998, Bekkelund 1999, Kaltsonoudis 2014).

4.1.3.3 Resultados a largo plazo

Hasta mediados de los ochenta se consideraba que la AR era una enfermedad de buen
pronodstico para la mayoria de los pacientes (Kelley 1985), pero el seguimiento a largo
plazo de estos mismos pacientes revel6 que la mayoria sufrian una enfermedad
progresiva a pesar de la respuesta inicial a los tratamientos (Nissila 1983, Pincus 1984,
Emery 1991). La mayoria de los pacientes tenian “dificultades en la mayoria de las
actividades de la vida diaria" (HAQ> 1) y dafio articular radioldgico a los 5 afios de
evolucién (Sokka 2000), entraban en incapacidad laboral permanente hasta el 30% a los
3 afos (Sokka 2003, Chung 2006) y mas del 50% a los 10 afios (Yelin 1980, Makisara
1982), la cuarta parte acababa teniendo al menos una prétesis de rodilla o cadera (Wolfe
1998b) y, en general, tenian una mortalidad elevada (Pincus 1984, Pincus 1989, Wolfe
1994) asociada fundamentalmente con la edad, el sexo masculino, la clase funcional y las
comorbilidades (Young 2007b, Sokka 2008, Myasoedova 2010b, England 2016). La
generalizacion del empleo temprano de los FAME disponibles consiguié mejorar el
control de la actividad inflamatoria, pero no evité la progresién del dafio radiografico, la
pérdida de funcion, la incapacidad laboral, la necesidad de cirugia articular y la
mortalidad prematura (Yelin 1980, Pincus 1984, Scott 1984, Fuchs 1988, Sokka 1999,
Jantti 2002, Palm 2002, Pincus 2004). El reconocimiento de los graves resultados a largo
plazo dio lugar al establecimiento de estrategias terapéuticas mas agresivas (Pincus
1989, Wilske 1989, Pincus 1990), con un control mas estricto durante el seguimiento
(Combe 2007, Sokka 2008) y a la generalizacién del uso de MTX tras las escasas y exitosas
experiencias comunicadas (Hoffmeister 1983, Weinblatt 1985). El empleo de MTX, un
compuesto mas eficaz y menos téxico que los anteriores FAME, ha permitido realizar un
tratamiento continuado y obtener mejores resultados a largo plazo (Pincus 2005, Uhlig
2008), manteniéndose la capacidad funcional (HAQ<0,5) a los 10 afios en la mayoria de
los pacientes (Sokka 2000) y disminuyendo el dafio estructural articular en 5 veces (antes
del uso de agentes biolégicos) (Luukkainen 1977, Larsen 1987, Fuchs 1989, Kaarela 1997,
Graudal 1998, Pincus 2002, Yelin 2005), la tasa de protesis (a pesar de aumentar en la
poblacién general) (Puolakka 2001, Dixon 2004, Chung 2006, Weiss 2006, Fevang 2007),
la incapacidad laboral (Puolakka 2004, Puolakka 2005, Chung 2006) y la mortalidad
(Krause 2000, Choi 2002, England 2016).



4.1.4 El tratamiento de la AR

Hemos visto que la AR se caracteriza por inflamacion sinovial persistente con implicacion
de lainmunidad innata y adaptativa, que da lugar a un proceso proliferativo y destructivo
en las articulaciones (Klareskog 2009, McInnes 2010, Scott 2010) y puede originar lesion
articular significativa e irreversible tan pronto como en los dos primeros afios de la
enfermedad. La complejidad de su etiopatogenia y de su expresion clinica condicionan
la dificultad para disefiar un tratamiento curativo para la AR, dicho lo cual es critico
controlar, rapida y eficazmente con todas las armas disponibles en el arsenal terapéutico,
el proceso inflamatorio, lo que evitara la progresién de la destruccion articular y mejorara
los resultados de la enfermedad (Lard 2002, Grigor 2004, Pincus 2005, Sokka 2009,
Schoels 2010).

414.1 Principios generales

Los avances recientes en la compresion de la enfermedad han permitido establecer un
tratamiento por objetivos y las estrategias necesarias para conseguirlos. En la actualidad
el principal objetivo terapéutico es alcanzar la remision o disminuir la actividad de la
enfermedad cuando la remision no sea posible (Smolen 2010) ( ). Las estrategias
mas eficaces incluyen el reconocimiento y diagndstico precoz, los cuidados por un
médico experto, la introducciéon temprana de un FAME complementado con terapia
antiinflamatoria (AINE y/o glucocorticoides) y un control estricto del seguimiento (Knevel
2010, Schoels 2010, Smolen 2010, Singh 2012, Smolen 2014, Singh 2016). La mejoria de
los resultados conseguidos en los Ultimos afios se deben mas al empleo de estas
estrategias que al uso de los nuevos farmacos, caracterizados por un mecanismo de
accion dirigido (Sokka 2009).

En 2010, EULAR y ACR desarrollaron conjuntamente unos nuevos criterios de clasificacion
de AR (Aletaha 2010) para facilitar el diagnéstico precoz y la deteccion de pacientes con
criterios de mal pronostico (Tabla 1). La atencion temprana y continuada de estos
pacientes por un reumatdlogo experto produce mejores resultados, tanto en la
enfermedad precoz como en la establecida (Ward 1993, Lacaille 2005, Smolen 2010, van
der Linden 2010, Smolen 2016). Junto al tratamiento farmacologico, se deben instaurar
medidas especificas para minimizar los efectos adversos de la enfermedad y su
tratamiento, como educacion del paciente y asesoramiento sobre descanso, nutricion y
habitos de vida saludables, apoyo psicosocial, ejercicio fisico, control de los factores de
riesgo cardiovascular y de osteoporosis, € inmunizaciones.



Tabla 3. Tratamiento por objetivo de la artritis reumatoide

Principios globales

A. El tratamiento de la artritis reumatoide debe estar basado en la decisién conjunta del

paciente y del reumatélogo

B. El objetivo principal del tratamiento es maximizar la calidad de vida relacionada con la
salud a largo plazo mediante el control de los sintomas. La prevenciéon del dafio
estructural, la normalizacién de la funcidn y la participacion en actividades sociales y
laborales

C. Laabolicidn de la inflamacion es la principal manera de alcanzar estos objetivos
El tratamiento por objetivos, midiendo la actividad de la enfermedad y ajustando
consecuentemente la terapia, optimiza los resultados en la artritis reumatoide

Recomendaciones

1. El objetivo principal del tratamiento deberia ser un estado de remisién clinica

2. La remisién clinica se define como la ausencia de signos y sintomas de actividad
inflamatoria significativa de la enfermedad

3. Mientras que la remisidon deberia ser un objetivo claro, la baja actividad podria ser un
objetivo terapéutico alternativo aceptable, especialmente en casos de enfermedad de
larga duracion

4. El uso de medidas compuestas de actividad validadas, que incluyan evaluaciones de
articulaciones, son necesarias en la practica clinica rutinaria para guiar las decisiones de
tratamiento

5. Laeleccion de la medida (compuesta) de actividad de la enfermedad y el nivel del objetivo
deberian estar influenciados por las comorbilidades, factores del paciente y riesgos
derivados de los farmacos

6. Se deben obtener y documentar regularmente medidas de actividad de la enfermedad,
con una frecuencia de hasta una vez al mes en pacientes con actividad alta/moderada, o
menos frecuentemente (por ejemplo, una vez cada 6 meses) en pacientes que presentan
baja actividad o remisién sostenidas.

7. Los cambios estructurales, la discapacidad fisica y las comorbilidades deberian ser
considerados al tomar decisiones clinicas, ademas de evaluar medidas compuestas de
actividad de la enfermedad

8. Hasta que se alcance el objetivo terapéutico deseado, la terapia debe ser ajustada al
menos cada 3 meses

9. El objetivo terapéutico deseado deberia ser mantenido durante el resto del transcurso de
la enfermedad

10. El reumatdlogo deberia involucrar al paciente en marcar tanto el objetivo terapéutico
como la estrategia para cumplir dicho objetivo

Fuente: (Smolen 2010)



4.14.2 Tratamiento farmacoldgico

Antes de iniciar el tratamiento, se debe realizar una analitica general con RFA, funcion
hepatica y renal, serologia a virus de la hepatitis, VHB y VHC, radiografia de térax y
Mantoux (Saag 2008).

La eleccién del FAME inicial se basa en factores relacionados con la enfermedad (etapa,
actividad, factores prondsticos y terapia previa) y con el paciente (comorbilidades,
preferencias), pero todos deben recibir un FAME desde el principio, habitualmente
acompafiado de antiinflamatorios no esteroideos (AINE) o glucocorticoides (GC).

414.2.1 Farmacos modificadores de la enfermedad (FAME)

Los FAME incluyen diferentes tipos de farmacos que comparten el potencial de prevenir
o reducir el dafio estructural y preservar la integridad y la funcion de las articulaciones.
Hasta hace apenas dos décadas, solo disponiamos de un tipo de FAME, los farmacos
modificadores de la enfermedad sintéticos clasicos (FAMEsc). Con la aparicién de
medicamentos bioldgicos y sintéticos dirigidos a dianas especificas, capaces de modificar
la evolucion de la enfermedad, se ha hecho necesario cambiar la nomenclatura.

4.1.4.2.1.1 FAME sintético cldsico o convencional (FAMEsc)

Son los primeros FAME y los mas usados en la AR, con la finalidad de inducir o mantener
la remision, evitar brotes o recaidas y reducir la necesidad de GC. Existe una gran variedad
de FAMEsc, con diferentes mecanismos de accidn, no siempre conocidos, sobre distintas
vias de la cascada inflamatoria ( ). Algunos, como sales de oro, d-penicilamina,
azatioprina o ciclosporina, han caido en desuso en favor de otros mas eficaces y menos
toxicos. Los mas utilizados en la actualidad son:

. ( ). piedra angular del tratamiento de la AR, es eficaz en
monoterapia y potencia el efecto de la mayoria de las demas terapias disponibles.

. (LF) es eficaz en monoterapia y en combinacién con otros FAME,
incluidos MTX, biolégicos y pequefas moléculas, por lo que se utiliza con mucha
frecuencia en caso de intolerancia, contraindicacion o respuesta inadecuada a MTX.
La diarrea, que habitualmente produce, puede limitar su uso. Como el MTX, el uso de
LF esta contraindicado en el embarazo.

J (S5Z) se emplea a menudo en combinacién con HCQy MTX, formando
la llamada “triple terapia”, que alcanza tasas de respuesta comparables a las
alcanzadas con agentes bioldgicos. En Espafia no es muy utilizada por la mala
tolerancia de la presentacion farmacéutica disponible.

. ( ), segura y bien tolerada, es poco eficaz en monoterapia,
por lo que uso queda restringido a pacientes con AR de muy escasa actividad. Se
utiliza algo mas en terapia combinada, ya que puede potenciar la eficacia de otros
FAMEsc.

SSZ e HCQ son seguros en el embarazo.



Tabla 4. Mecanismos de accion de FAMEsc

m Mecanismos de accion reconocidos

Estimula la liberacién de adenosina por FS y células endoteliales
Reduce la adhesion de neutréfilos
Efecto antiproliferativo sobre FSy células endoteliales
Inhibe la sintesis de leucotrieno B4 por neutréfilos
Metotrexato
Inhibe la produccioén local de IL-1
Reduce los niveles séricos de IL-6 e IL-8
Suprime la inmunidad mediada por células
Inhibe la expresidn del gen de colagenasa sinovial
Leflunomida Inhibe la sintesis pirimidina y de ARN
Inhibe la migraciéon de PMN
Sulfasalacina Reduce las respuestas de linfocitos
Inhibe la angiogénesis
Interfiere con el procesamiento normal de antigenos
Inhibe las enzimas lisosomales
Hidroxicloroquina

Inhibe la liberacion de IL-1

Inhibe las respuestas de PMN y de linfocitos

4.1.4.2.1.2 FAME bioldgico (FAMED)

Los FAMED son terapias bioldgicas producidas por tecnologia de ADN recombinante y
dirigidas generalmente contra citoquinas o sus receptores o contra otras moléculas de
la superficie celular. Por su nomenclatura podemos saber si se trata de anticuerpos
monoclonales (-mab) y si estos son humanos (-mumab), humanizados (-zumab) o
quiméricos (-ximab), o se trata de proteinas de fusion (-cept). Los anticuerpos se asocian
con mayor riesgo de formacién de anticuerpos neutralizantes antifarmaco (mas cuanto
mas extrafios al organismo) que las proteinas de fusion.

Pueden ser clasificados segun diana terapéutica contra la que van dirigidos como:

e FAMED anticitoquina, dirigido contra una citoquina o su receptor. Producen

o Inhibicion del TNF-a. Disponemos de 5 inhibidores del TNF para el tratamiento
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de la AR, con una eficacia similar entre ellos, que aumenta significativamente
cuando se combinan con MTX.

es una proteina de fusién que consta de dos subunidades del
receptor soluble p75 del TNF unidos a la porcién Fc de la IgG, que se administra
semanalmente por via SC.

es un anticuerpo monoclonal quimérico (dominios variables
murinos) dirigidos contra el TNF-o, que se administra via IV cada 8 semanas
después de la induccion.

es un anticuerpo monoclonal humano de administracion
bisemanal por via SC.

anticuerpo monoclonal humano 1gG1k especifico para TNF
humano, se administra mensualmente por via SC.

es un fragmento Fab’ de un anticuerpo humano ligado
quimicamente a polietilenglicol, neutraliza al TNF soluble y transmembranay se
administra por via SC cada dos semanas.

o Inhibicién de IL-1. antagonista del receptor de IL-1 humano
recombinante (rHulL-1Ra), es el Unico inhibidor de IL-1 disponible para el
tratamiento de la AR, pero apenas se utiliza porque es significativamente menos
eficaz que los inhibidores del TNF

o Inhibicion de IL-6. es un anticuerpo monoclonal 1gGT
humanizado que se une a las formas solubles y transmembrana del receptor de
IL-6 e impide que se una la citoquina e interaccione con gp-130 para producir
sus efectos biologicos. Se puede administrar por via SC cada semana o por via
IV cada mes.

e FAMED dirigido a células. Pueden producir:

o Inhibicion de la co-estimulacion de células T.

es una proteina de fusién que comprende CTLA-4 y la porcion Fc de
IgG1 (CTLA4-Ig), que impide la unién de CD28 de la célula T se una a CD80/CD86
de la CPA inhibiendo la segunda sefal requerida para la activacién de la célula
T y evitando la supresion de la actividad Treg y el aumento de la actividad T
efectora. Se puede administrar semanalmente por via SC o mensualmente por
via IV.

o Deplecion de células B.

es un anticuerpo monoclonal quimérico IgG1 anti CD20, que elimina
las células B CD20-positivas, induce la citotoxicidad mediada por el
complemento y estimula la apoptosis. Se administra por via IV dos veces en dos
semanas cada 6 meses en pacientes con AR refractaria a otros bioldgicos.

En conjunto, los FAMEb han supuesto un gran avance en el tratamiento de los pacientes
con AR refractaria a FAMEsc, permitiendo un control optimo de la enfermedad en una



proporcién importante de estos pacientes. Generalmente se utilizan en combinacién con
MTX u otros FAMEsc (LF), porque aumenta su eficacia. Apenas existen ensayos clinicos
comparativos entre distintos FAMED, por lo que, exceptuando anakinra, se les atribuye
una eficacia similar. Su coste es elevado.

Un biosimilar es definido por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como un
“producto bioterapéutico que es similar en términos de calidad, seguridad y eficacia a un
producto bioterapéutico de referencia ya autorizado”. Es una copia similar, pero no
idéntica, a un bioldgico original que ya no esta bajo proteccion de patente. Tiene la
misma secuencia de aminoacidos y la misma estructura que el producto de referencia y
ha sido sometido a rigurosas pruebas analiticas y clinicas en comparacion con el
producto de referencia. Existen biosimilares (FAMEbs) comercializados de rituximab y
varios inhibidores del TNF (etanercept, infliximab) que han impulsado un descenso en
los precios, favoreciendo el acceso de los pacientes con AR a las terapias bioldgicas.

4.1.4.2.1.3 FAME sintético dirigido (FAMEsd)

Debido al coste y administracion parenteral de los FAMED, se estan desarrollando
inhibidores orales de moléculas pequeias implicadas en la sefializacion celular (quinasas)
que tienen un impacto en la produccién de citoquinas inflamatorias. Estas moléculas,
altamente especificas, son compuestos quimicos relativamente simples, que requieren
un proceso de fabricacién menos costoso que los bioldgicos y pueden administrarse por
via oral. Las Janus quinasas (JAK) son proteinas tirosina quinasas citoplasmaticas que son
criticas para la transduccién de sefales al nucleo de la cadena gamma comun de los
receptores de la membrana plasmatica para IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15, y IL-21. Dos
inhibidores de JAK, que inhiben también la transduccion de IL-6, han demostrado una
eficacia similar a los FAMEb y estan aprobados en Europa para su uso en la AR: tofacitinib
y baricitinib. Pueden administrarse en combinacién con FAMEsc o en monoterapia.

4.14.2.2 Farmacos antiinflamatorios

Los antiinflamatorios (AINEs y GC) se utilizan principalmente como terapia concomitante
para el control temporal de la actividad en pacientes con AR que inician o modifican el
régimen de un FAME o presentan brotes de actividad. Los AINEs actdan rapidamente,
pero no son utiles para controlar la inflamacién a largo plazo o para prevenir la lesion
articular. Sin embargo, existe evidencia de que los GC retrasan la progresion radiografica
durante los dos primeros afos de la enfermedad (Kirwan 1995, Kirwan 2007). Por sus
efectos secundarios, no deben utilizarse solos, ni a dosis mayores de 10 mg diarios de
forma prolongada (Hoes 2009), procurando reducir la dosis en cuanto se logra el control
de la enfermedad. Cuando se requiera tratamiento prolongado, se debe administrar a
dosis inferiores a 10 mg diarios, que generalmente se toleran bien e incluso pueden
retrasar la progresion de la enfermedad (Da Silva 2006, Hoes 2009, Bakker 2012). Cuando
el requerimiento de GC supera el maximo aceptable, se debe considerar que el paciente
esta en actividad y precisa una modificacion de su terapia de fondo. Cuando la actividad
se limita a una o dos articulaciones, puede ser preferible la administracion intraarticular
a la sistémica.



4.14.3 Evaluacidén y seguimiento

Los pacientes con AR deben ser atendidos periddicamente para la evaluacion de los
sintomas y de la situacién funcional, por paciente y médico, las manifestaciones
articulares y extra-articulares, marcadores biolégicos, toxicidad farmacoldgica y dafio
articular radiolégico (Sokka 2009b, Anderson 2012). De forma complementaria, debe
medirse la actividad de la enfermedad inicialmente y en todas las visitas posteriores,
mediante indices compuestos como DAS 28 (Disease Activity Score), SDAI (Simplified
Disease Activity Index) y CDAI (Clinical Disease Activity Index), que son precisos y
sensibles al cambio, discriminan bien entre baja, moderada y alta actividad de la
enfermedad, cuentan con criterios de remision y son factibles de utilizar en la clinica
(Fries 1982, Smolen 2003, Anderson 2012) (Tabla 5). Del mismo modo, es importante
preguntar por la rigidez y la fatiga y utilizar medidas de resultado declaradas por el
paciente (PRO) como HAQ, RAPID3 (Saag 2008, Pincus 2010). La evaluacion basal de la
actividad es muy util para elegir el tratamiento y evaluar la respuesta terapéutica. La
mayoria de los enfermos tienen actividad basal moderada o alta y deben iniciar
tratamiento con MTX. A continuacién, se debe realizar un seguimiento estrecho, con
revisiones cada 3 meses, como maximo, con evaluacion de la actividad y ajuste del
tratamiento, hasta conseguir el objetivo terapéutico planteado (remisién o baja
actividad) y mantener el control de la actividad. Los protocolos terapéuticos basados en
este enfoque general producen mejores resultados radiograficos y funcionales en
comparacién con enfoques menos agresivos (Moéttonen 1999, Puolakka 2004, Grigor
2004, Goekoop-Ruiterman 2005, Goekoop-Ruiterman 2007, Finckh 2009, Rantalaiho
2009, Schipper 2010, Schoels 2010, Stoffer 2016). En resumen, la estrategia de tratar por
objetivos (Smolen 2010), mas que los agentes especificos utilizados, es lo que produce
mejores resultados en los pacientes con AR (Pincus 2013).

Tabla 5. indices de actividad de la AR

INDICES DOMINIOS ACTIVIDAD!

DAS28 0-28 0-28 PCR/VSG 0-10 >5,1 5,1-3,2 <3,2 <26

CDAI 0-28 0-28 PCR(0-10) 0-10 0-10 >22  22-10 <10  <2,8

SDAI 0-28 0-28 0-10 0-10 >26 26-11 <11 <33

CDAI: Clinical disease activity index. SDAI: Simplified disease activity index. DAS: Disease activity score. NAD y NAT:
NuUmero de articulaciones dolorosas y tumefactas. PCR: proteina C reactiva. VSG: Velocidad de sedimentacion globular.
VGEP y VGEM Valoracién global de la enfermedad por el paciente y por el médico. ' La actividad de la enfermedad se
calcula: en CDAI y SDAI sumando el valor de cada dominio y en DAS mediante una compleja férmula (calculadora).
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Tabla 6. Recomendaciones EULAR para el tratamiento de AR. Actualizacién 2016

Principios globales

A. El objetivo del tratamiento debe dirigirse a la mejor asistencia y debe basarse en una
decisiéon compartida entre el paciente y el reumatélogo.

B. Las decisiones terapéuticas se basan en la actividad de la enfermedad y otros factores
como la progresion de los cambios estructurales, comorbilidades y problemas de
seguridad.

C. Los reumatdlogos son los especialistas que deben ocuparse de la asistencia a pacientes
con AR.

D. La AR conlleva importantes gastos individuales, médicos y sociales, que el reumatdlogo
responsable del paciente debe tener en cuenta a la hora de su tratamiento.

Recomendaciones

1. El tratamiento con FAMEsc debe iniciarse tan pronto como se establezca el
diagnostico.

2. El tratamiento debe dirigirse a alcanzar la remision mantenida o la baja actividad de
la enfermedad

3. En la enfermedad activa debe realizarse monitorizacion frecuente (cada 1-3 meses);
si no hay mejoria a los 3 meses o no se consigue el objetivo terapéutico a los 6 meses
debe ajustarse el tratamiento.

4. El MTX debe formar parte de la estrategia terapéutica inicial

5. En pacientes con contraindicacidon para MTX (o intolerancia precoz) puede utilizarse
leflunomida o sulfasalacina como parte de la estrategia terapéutica inicial.

6. Debe considerarse el empleo de glucocorticodes a corto plazo cuando se inicia o
modifican los FAMEsc, en diferentes regimenes de dosificaciéon y vias de
administracion, pero deben reducirse tan pronto como sea clinicamente posible.

7. Sicon la estrategia inicial con FAMEsc no se alcanza el objetivo terapéutico, pueden
utilizarse otros FAMEsc en ausencia de factores de mal prondstico.

8. Sicon la estrategia inicial con FAMEsc no se alcanza el objetivo terapéutico y existen
factores de mal pronéstico, puede afiadirse un FAMEDb o un FAMEsd; la practica actual
suele ser comenzar con un FAMED.

9. Los FAMEby FAMEsd deben combinarse con FAMEsc; en los pacientes que no pueden
utilizar estos ultimos, los FAMED inhibidores de la IL-6 y los FAMEsd pueden ofrecer
algunas ventajas sobre los FAME bioldgicos.

10. En los casos sin respuesta a FAMEDb o FAMEsd, puede considerarse el tratamiento con

otro FAMEb o FAMEsd,; si el tratamiento con un inhibidor del TNF ha fracasado puede
utilizarse otro inhibidor del TNF o un compuesto con otro mecanismo de accion.

11. Si el paciente esta en remisidn mantenida después de disminuir los glucocorticoides
se puede intentar disminuir los FAMEb, especialmente si se estd utilizando
tratamiento combinado con FAMEsc.

12. Si un paciente esta en remision mantenida se debe considerar la disminucién de los
FAMEsc.
Fuente: (Smolen 2017)



Las recomendaciones EULAR para el manejo de AR con FAMEs sintéticos y biologicos se
recogen en la actualizacién de 2016 (Smolen 2017). Las estrategias de tratamiento por
objetivos posicionan al MTX, si no hay contraindicacién, como la primera opcién en el
tratamiento inicial de la AR. Si el paciente presenta intolerancia temprana o
contraindicacién a MTX, se iniciaria tratamiento con sulfasalacina o leflunomida, sin
contabilizar la sustitucion como fallo a FAMEsc. Recomiendan asociar GC al FAMEsc. En
caso de no conseguir el objetivo terapéutico, por respuesta insuficiente o toxicidad, se
plantean distintas opciones terapéuticas segun las caracteristicas de la enfermedad. Se
considera que los pacientes que presentan FR/ACPA positivo, especialmente a titulos
elevados, alta actividad de la enfermedad medida por uno de los indices compuestos,
erosiones Oseas tempranas o fallo al menos a dos FAMEsc, suelen tener peor pronostico
a largo plazo, por lo que se recomienda afadir al tratamiento un agente bioldgico
(FAMED) o un inhibidor de JAK quinasa (FAMEsd). Cuando no esté presente ninguno de
estos factores de mal pronostico, se puede intentar primero la sustitucion o la
combinacion con otro FAMEsc, preferiblemente asociado a GC. Si el paciente no puede
recibir FAMEsc por toxicidad/intolerancia, puede ser preferible el tratamiento en
monoterapia con un inhibidor de IL-6 o un inhibidor de JAK ( y Figura 1).

Figura 1. Algoritmo de tratamiento AR basado en recomendaciones EULAR 2016

Diagnostico de AR

No ¢Contraindicacion g
para MTX?
; Combinar
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Inicio MTX con GC + Inicio LF
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¢Factores de mal ontinuar
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S presentes? No
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Afiadir FAMED afiadir FAMEsc i
o FAMEsd Reduccion de

dosis

* En el original Leflunomida o Sulfasalacina, si bien en Espafa Sulfasalacina es poco utilizada por la poca
tolerabilidad de las presentaciones disponibles

Modificado de (Smolen 2017)



4.2 El Metotrexato

Ya hemos visto la importancia del MTX en el tratamiento de los pacientes con AR,
situandolo en el eje sobre el que pivotan los demas tratamientos y el manejo de la
enfermedad, lo que permite entender que este FAMEsc sea motivo de numerosos
estudios y el tema principal de esta tesis. Una vez expuesta la situacion actual del
conocimiento sobre la AR, fundamental para comprender como funciona el MTX y qué
podemos esperar de él, nos centraremos en detallar los aspectos mas importantes del
farmaco.

4.2.1 Administracion y biodisponibilidad

MTX (acido 4-amino-N10-metilpteroil-glutamico) es un analogo estructural del acido
félico. Puede administrarse por via oral, intramuscular y subcutanea, pero habitualmente
se inicia como tratamiento oral. La absorcion oral de MTX no se ve afectada por los
alimentos (Hamilton 1995), pero su biodisponibilidad (proporcién entre absorcién oral y
absorcion intravenosa) varia entre los pacientes y disminuye conforme aumenta la dosis,
de forma que puede disminuir hasta un 15% con 20 mg y hasta un 30% con 30 mg,
respecto a la administracion parenteral (Hoekstra 2004). El 80-90% se elimina por orina
sin modificaciones, por lo que el deterioro de la funcién renal puede originar toxicidad.

MTX se administra una vez a la semana y tiene una vida media de entre 7 y 10 horas, por
lo que la medicion de sus niveles plasmaticos no tiene utilidad (Lafforgue 1995).
Habitualmente, la dosificacion se realiza comenzando por 10 mg incrementando (en 2,5-
5 mg) cada 4-8 semanas hasta obtener la respuesta deseada o alcanzar 25 mg semanales,
en ausencia de efectos secundarios. Cuando la respuesta es insuficiente, se debe
comprobar la biodisponibilidad del farmaco.

La administracion concomitante de acido félico (5-25 mg semanales) reduce la aparicion
de efectos secundarios y los niveles séricos de homocisteina, sin disminuir la eficacia de
MTX (Morgan 1994, Slot 2001, Van Ede 2001, Hoekstra 2003, Morgan 2004), por lo que
debe administrarse rutinariamente al dia siguiente del MTX (Whittle 2004).

4.2.2 Funcion y mecanismos de accion

El MTX posee efectos antiproliferativos, inmunomoduladores y antiinflamatorios (Kremer
2008, Wessels 2008), que podrian concretarse en reduccion de la proliferacion celular,
incremento de la apoptosis de células T, incremento de la liberacion de adenosina
endogena, alteracion de la expresion de moléculas de adhesién celular y modulacion de
la expresién de citocinas, respuesta humoral y formacién de hueso (Braun 2009). El MTX
inhibe la sintesis de purinas, pirimidinas, aminoacidos y poliaminas, mediante la
disminucién de la concentracion intracelular de acido folinico (Cronstein 2005). Se sabe
desde 1990 que el MTX inhibe reacciones de metilacion vitales para las actividades
celulares y la replicacion (Nesher 1990). Posee funciones inmunomoduladoras
suprimiendo la proliferacion clonal de células T periféricas activadas y células Ty B



sinoviales (Genestier 1998), disminuyendo la produccién de citocinas proinflamatorias y
moléculas de adhesién, y aumentando la secrecion de citocinas antiinflamatorias por
células T activadas (Gerards 2003, Johnston 2005), entre otros. Recientemente, se ha
comprobado que el MTX reduce los niveles circulantes de IL-6 en pacientes con AR
(Kremer 2016). Sus efectos antiinflamatorios se deben en parte al aumento de las
concentraciones extracelulares de adenosina, un potente antiinflamatorio formado por
la accién extracelular de la ecto-5'-nucleotidasa sobre los nucleétidos de adenina
acumulados en la célula (Cronstein 2005, Swierkot 2006). Ademas, el MTX se ha asociado
con una disminucién de la inmunogenicidad de las terapias bioldgicas, probablemente
por la inhibicion de la biosintesis de las purinas y la supresion de la clonalidad de las
células T (Jani 2014).

El MTX ejerce sus funciones inhibiendo la via del folato. Para ello, debe entrar en la célula
y formar poliglutamatos de MTX (MTX-PG;.s), que es el compuesto activo capaz de inhibir
directamente enzimas importantes de la via del acido félico, como DHFR, TYMS y ATIC.
El MTX entra en una variedad de células, incluyendo hematies, leucocitos, sinoviocitos y
hepatocitos, a través de un mecanismo de transporte activo que esta mediado por la
proteina transportadora de folato reducido (RFC-1; SLC19A1) y sale de las células a través
de casetes de union a ATP (ABC), predominantemente ABCB1, ABCC1, ABCC2 y ABCG2
(Zhu 2014). Dentro de la célula, la enzima FPGS promueve la formacion de MTX-PGys y
la enzima GGH promueve la liberacion de MTX de los poliglutamatos. La formacion de
MTX-PGa-5 es un evento critico y su concentracion intracelular tiene relevancia clinica en
el tratamiento de la AR (Kremer 2008). EIl MTX-PG,-s intracelular es mas activo y se retiene
mas facilmente, pero no alcanza concentraciones estables hasta 6 meses después de
iniciar el tratamiento o modificar la dosis (Dalrymple 2008). El mecanismo de accién del
MTX dentro de la célula es complejo (Figura 2). El MTX-PG,.s reduce la conversién de
DHF a THF (dihidrofolacion) mediante la inhibicion competitiva de la enzima DHFR. THF
es el precursor del cofactor SHMT, necesario para que la enzima MTHFR convierta el 5-
10 metil-THF en 5-metil-THF, un cofactor de folato biolégicamente activo. Las enzimas
MTHFR, SHMT, MS, MTR y MTRR no son directamente inhibidas por MTX, aunque el nivel
de expresion de las enzimas puede contribuir a los efectos anti-folato del MTX a través
de sutiles alteraciones en las reservas de folato (Malik 2013, Ghodke-Puranik 2015). El
MTX-PG,5s puede bloquear la biosintesis de pirimidina de novo mediante la inhibicién
directa de TYMS (TSER), que cataliza la conversién de desoxiuridilato a desoxitimidilato.
Por otro lado, el MTX-PG,.s puede inhibir la actividad de la enzima ATIC y promover la
acumulacion intracelular de aminoimidazol carboxamida adenosina ribonucleoétido
(AICAR), que conduce a la generacién de adenosina a través de una serie de reacciones
enzimaticas, y al aumento de las concentraciones extracelulares de adenosina, un agente
antiinflamatorio. Esta via incluye los intermediarios Inosin monofosfato e Inosin trifosfato
y las enzimas clave ITPA, IMP (IMPDH) y AMP (AMPD1 y ADA). Los polimorfismos en los
transportadores y en la via metabdlica del folato son de suma importancia ya que pueden
modificar el transporte e influir en el efecto metabdlico del MTX (Grabar 2008).



Figura 2. Transporte y mecanismos de accion intracelular del MTX
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4.2.3 MTX en la artritis reumatoide

El MTX se empez6 a utilizar en 1951, como los GC, pero su uso se extendié en la década
de los ochenta, gracias a los resultados de eficacia obtenidos en pequefios ensayos
clinicos (Andersen 1985, Weinblatt 1985). Durante las tres Ultimas décadas, ha sido el
FAME mas empleado en el tratamiento de la AR, con buenos resultados de eficacia y
seguridad, como queda documentado en una revision sistematica de 2014 (Lopez-Olivo
2014). Ademas, es un farmaco barato y con amplia experiencia de uso, que parece frenar
la progresién radioldgica del dafio articular (Rich 1999, Lopez-Olivo 2014), mejorar el
perfil aterogénico (Reiss 2008) y prolongar la esperanza de vida de los pacientes con AR
(Choi 2002, Wasko 2008), por lo que es considerado internacionalmente como el FAME
de primera eleccion. De hecho, ACR y EULAR recomiendan tratar a la mayoria de los
pacientes con enfermedad moderada o grave inicialmente con MTX en monoterapia, en
escalada rapida hasta 25 mg, a menos que haya una contraindicacién (Singh 2016,
Smolen 2017).

Aproximadamente la mitad de los pacientes no alcanzan una respuesta satisfactoria con
MTX en monoterapia, y debe ser sustituido o asociado a otro FAME (Pincus 2003,
Cronstein 2005). Los agentes biologicos (FAMED), dirigidos contra las citoquinas o
linfocitos, consiguen mejorar discretamente estas tasas de respuesta cuando se asocian
a un FAMEsc, pero son tratamientos muy caros, ineficaces en hasta un tercio de los
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pacientes y cuya seguridad a largo plazo suscita dudas.

El uso del MTX esta limitado también por la aparicion de efectos secundarios. Se estima
que entre un 10 y 30% de los pacientes puede abandonar el tratamiento por toxicidad
(Alarcon 1989, Lopez-Olivo 2014). Los efectos adversos mas conocidos son sintomas
gastrointestinales (nauseas, vomitos, diarrea, dolor abdominal, anorexia), elevacion de
transaminasas, lesiones cutdneo-mucosas, manifestaciones neurologicas (cefalea,
aturdimiento), reacciones post-dosis (malestar general, artralgias, mialgias, febricula),
nodulosis acelerada, alopecia difusa, alteraciones hematologicas y neumonitis intersticial
(Swierkot 2007, Albrecht 2010, Verstappen 2010).

4.3 Farmacogenética

La enorme variabilidad interindividual observada en la respuesta a farmacos se debe a
diferentes factores dependientes del individuo, de la enfermedad y de los tratamientos
concomitantes (Maitland-van der Zee 2000). Una mejor comprension de su farmacologia
permite mejorar aun mas la eficacia y disminuir la toxicidad del medicamento. Esta
comprension se puede obtener mediante el uso de los principios de la farmacogenética
para estudiar las diferencias genéticas (polimorfismos) en las enzimas involucradas en las
rutas metabodlicas del MTX. La identificacion de factores genéticos relacionados con la
absorcion, metabolismo y accion de los farmacos permitiria un uso mas eficiente en la
poblacién, mejorando la respuesta y reduciendo la toxicidad, lo que conllevaria una
reducciéon de los costes y de la morbimortalidad (Ernst 2001, Wang 2001, Evans 2003).

La farmacogendmica es una rama de la farmacologia, que utiliza el ADN y la secuencia
de aminoacidos para estudiar asociaciones entre las variaciones genéticas individuales y
la respuesta de cada individuo a un farmaco, en términos de eficacia y de toxicidad
(Roden 2006). El conocimiento del perfil genético de un paciente concreto puede ayudar
a seleccionar el medicamento y la dosis adecuados para ese paciente, como parte de lo
que se ha dado en llamar medicina personalizada.

Las variaciones genéticas son cambios en la secuencia del ADN y se clasifican en
polimorfismos, si aparecen en mas del 1% de la poblacién, y mutaciones si su frecuencia
es menor. El tipo mas comun de polimorfismo implica la variacion en un solo par de
bases. Los llamados polimorfismos de nucleétido Unico (SNP, Single Nucleotide
Polymorphism) estan siendo objeto de estudio para buscar su posible relacién con la
respuesta a los farmacos. Cuando el SNP se encuentra en una region codificadora, la
proteina resultante puede presentar un cambio en la secuencia de aminoacidos (SNP no
sinbnimo) o mantener la misma secuencia que la proteina nativa (SNP sinbnimo) como
consecuencia de la degeneracion del cédigo genético. Otras formas de variacién incluyen
inserciones, deleciones, variantes del niUmero de copias y repeticiones en tandem cortas.

Todas las formas de variacion tienen el potencial de afectar el fenotipo,
independientemente de su frecuencia, pero el impacto depende de una serie de factores,
incluyendo la ubicacion dentro del genoma y las consecuencias funcionales de la
variante. Desde la realizacion del primer genotipado en el campo de la farmacogenética



(Gonzalez 1988), se han caracterizado infinidad de mutaciones y polimorfismos
farmacogenéticos funcionales que pueden afectar distintas propiedades del farmaco,
como la farmacocinética (transporte y metabolismo del farmaco), y la farmacodinamia
(unidn al receptor), o producir reacciones idiosincrasicas, o diferentes efectos sobre la
patogénesis de enfermedades.

4.3.1 Farmacogenética del Metotrexato

Existe una gran variabilidad en la respuesta clinica a MTX (Wesoly 2006), de forma que el
40-60% de los pacientes con AR no alcanza una respuesta adecuada y hasta un 30%
pueden suspender el tratamiento por efectos secundarios (Ranganathan 2006, Wessels
2006, Kooloos 2010, Lopez-Olivo 2014). La respuesta a MTX depende de factores
relacionados con el paciente (edad, sexo, habitos, etnia y comorbilidades); con la
enfermedad (duracion, actividad, capacidad funcional y biomarcadores); con el
tratamiento (adherencia, dosis y tratamientos concomitantes) y con las caracteristicas
genéticas (polimorfismos relacionados con el transporte y metabolismo del MTX) (Urano
2002, Dervieux 2004, Burgos 2009, Romao 2013). Por el momento no se dispone de
métodos fiables para predecir la respuesta individual a MTX. La identificacion de factores
genéticos predictores de respuesta facilitaria la deteccién de pacientes que no van a
responder bien a MTX en monoterapia, y la instauracién precoz de un FAME alternativo
0 una terapia combinada, lo que permitiria reducir la morbilidad y mortalidad de la
enfermedad (Burgos 2009). En las ultimas décadas ha habido un gran interés en la
identificacion de estos biomarcadores genéticos. De manera global, se ha sugerido que
los polimorfismos situados en los genes que codifican proteinas transportadoras de MTX
y enzimas de la via metabdlica del folato, pueden ser predictores de respuesta y toxicidad
al MTX (Ranganathan 2008).

4.3.1.1 Polimorfismos relacionados con el transporte celular de MTX

Los transportadores de membrana se expresan en numerosos tipos celulares y
determinan la acumulacién de farmacos en los tejidos, lo que condiciona su eficacia y
toxicidad (Beringer 2005, Shitara 2006). Las dos principales superfamilias de proteinas
transportadoras, ABC (ATP-binding Cassette) y SLC (solute carrier), trabajan
conjuntamente para influir en los niveles plasmaticos e intracelulares de farmacos.
Comunmente, SLC media la captacién celular y ABC la exportacion activa de farmacos
(dependiente de ATP), manteniendo su concentraciéon celular (Huang 2008). Las
caracteristicas quimicas y estructurales del MTX, con una cadena lateral de glutamato
polar, le hacen dependiente de un transportador de membrana para entrar (SLC) y salir
(ABC) de las células (Lima 2015). Estos transportadores se expresan en diferentes tejidos
y tienen gran influencia sobre la absorcion, distribucion y/o eliminacion del MTX (Qiu
2006, Mikkelsen 2011). Los polimorfismos en los genes de estos transportadores pueden
afectar los resultados del tratamiento de MTX en pacientes con AR, especialmente si
modifican la expresion y funcion del transportador (Figura 2).



4.3.1.1.1 Reduced folate carrier (RFC-1)

SCL o RFC-1 es un intercambiador bidireccional de aniones que transporta al interior
celular MTX y acido folinico con mayor afinidad que acido félico (Ifergan 2008). Es la
forma dominante de transporte intracelular de MTX, se expresa en la mayoria de los
tejidos y parece tener un papel prominente en la membrana apical de las células
epiteliales de la mucosa del intestino delgado, membrana plasmatica de hepatocitos y
eritrocitos (Lima 2014).

El SNP de consiste en la sustituciéon de histidina por
arginina en el codén 27 (Arg27His, R27H), en el primer dominio transmembrana,
alterando la estructura y la funcién del transportador (Chango 2000, Whetstine 2001), lo
gue podria modificar la entrada a la célula, la biodisponibilidad y la respuesta terapéutica
al MTX, como sugieren diversos estudios (Yee 2010, Lima 2014).

- SLCT9A1 G80A y toxicidad. Se ha observado asociacion del alelo G con mayor riesgo
de toxicidad por MTX, en pacientes caucasicos, en dos estudios (Grabar 2012, Lima 2014)
y un meta-analisis (Qiu 2017), que no ha sido confirmada en otros muchos estudios
(Dervieux 2006, Takatori 2006, Chatzikyriakidou 2007, Kato 2012, Plaza-Plaza 2012, Owen
2013, Muralidharan 2015), incluidos dos meta-analisis (Kung 2014, Li 2016), con
independencia del analisis genético empleado y de la etnia estudiada.

- SLCT19AT G80A vy eficacia. Los resultados publicados son muy variables. Algunos
estudios no encuentran asociacion del SNP con la eficacia de MTX (Wessels 2006,
Chatzikyriakidou 2007, Muralidharan 2016), mientras que en otros se observa mejor
respuesta a MTX en pacientes con el alelo A (Ghodke-Puranik 2015) o con el genotipo
A/A (Drozdzik 2007), asi como mayor necesidad de bioldgicos, tras fallo a MTX, con el
alelo G (Hayashi 2013). Los meta-analisis han confirmado asociacion del genotipo A/A
en general (Kung 2014, Li 2016) y del alelo A, tanto en la muestra total como en la
poblacion caucasica europea (Qiu 2017b), con la respuesta a MTX.

4.3.1.1.2 ATP-binding Cassette (ABCB1)

Los transportadores ABC estan codificados por una gran familia de genes (49 genes
agrupados en 7 subfamilias, desde la A hasta la G). Se encargan del transporte contra
gradiente, dependiente de ATP, de sustratos a través de la membrana celular, lo que
protege a las células y tejidos de toxinas ambientales y contribuye a la distribucién,
eficacia y toxicidad de los farmacos. El mejor caracterizado es el , también
conocido como MDR-1 (resistencia a multiples farmacos) o gp-P (glicoproteina P),
gue se expresa en intestino, higado, rifidén, cerebro, placenta, células Nk, linfocitos y
células progenitoras de médula 6sea (Fojo 1987, Dean 2001). Evita la acumulacion de
drogas y toxinas (Gottesman 1993) e interviene en el transporte de citocinas
(principalmente IL-1, IL-2, IL-4 e IFN) de linfocitos circulantes activados (Drach 1996). Los
linfocitos de pacientes con AR, sobre todo si son refractarios a FAMEs, expresan mas
cantidad de gp-P, y mas activa, que los controles sanos (Llorente 2000).

El gen ABCBT se encuentra en el cromosoma 7 (7g21,12). Se conocen mas de 50 SNPs
de ABCBI, pero el mas estudiado es , un SNP sinénimo situado en



el exon 26 del gen. La variante C3435T modifica la expresion de ABCB1 en diferentes
tejidos y razas, disminuyendo la expresién y afinidad de la gp-P por el sustrato (Wang
2005) lo que disminuye el eflujo y favorece la acumulacién del farmaco (Hoffmeyer 2000,
Huang 2008). Diversos estudios han investigado la relacion entre el polimorfismo ABCB1
C3435T y la susceptibilidad a AR, respuesta a MTX y toxicidad por MTX.

- SNPABCBT C3435T y susceptibilidad a AR. Ninguno de los cuatro estudios disponibles
(Pawlik 2004, Puolakka 2004, Borowski 2007, Chen 2012, Plaza-Plaza 2012), ni el meta-
analisis con 338 pacientes y 289 controles que los engloba (Lee 2016) han demostrado
asociacion entre el polimorfismo ABCB71 C3435T y la susceptibilidad de padecer AR.

- SNP ABCBT C3435T y respuesta a MTX. Los resultados de estudios de asociacion entre
ABCB1 C3435T y respuesta a MTX han sido contradictorios, encontrandose asociacion
del genotipo T/T con remision clinica (Pawlik 2004, Drozdzik 2006) y también con
ausencia de respuesta (Takatori 2006). Aunque en un meta-analisis reciente se ha
observado asociaciéon del polimorfismo con ausencia de respuesta a MTX en pacientes
caucasicos con AR (Chen 2017), otros meta-analisis no han encontrado ninguna
asociacion con la respuesta a FAMEsc ni a MTX en toda la poblacion de AR, ni en
subgrupos étnicos (Lee 2016), ni en los pacientes tratados con MTX en monoterapia (Qiu
2017b).

- SNP ABCBT C3435T vy toxicidad por MTX. Los resultados sobre la asociacion del
polimorfismo con la toxicidad por MTX en pacientes con AR también han sido
contradictorios. Algunos autores han encontrado asociacién de la toxicidad con el alelo
C (Grabar 2008, Plaza-Plaza 2012), otros con el alelo T (Kooloos 2010, Samara 2014) y
otros no observaron ninguna asociacion (Takatori 2006) o esta no se mantuvo en los
analisis ajustados (Kooloos 2010). Un meta-analisis (Lee 2016) de todos los estudios
anteriores no encontrd asociacion entre el alelo Ty toxicidad por MTX. Del mismo modo,
tampoco se observé relacion en otro meta-analisis de pacientes con AR tratados con
MTX en monoterapia (Qiu 2017).

No se han encontrado asociaciones con SNP de ABCC2 (Ranganathan 2008).

4.3.1.2 Polimorfismos de genes relacionados con MTX poliglutamado

El MTX posee una molécula de glutamato (MTX-PG,). Una vez en el interior de la célula
se van afadiendo secuencialmente moléculas de acido glutamico para alargar la cadena,
por accion de la enzima FPGS. Normalmente el MTX se almacena en complejos de 2 a 5
moléculas (MTX-PG,s). El estado estacionario se alcanza a las 28 semanas
aproximadamente (Dalrymple 2008) y depende de la captacién celular por RFC-1 asi
como de la actividad de FPGS (Yamamoto 2016). La enzima GGH esta implicada en la
escision de MTX del MTX-PG..s. EIl MTX escindido puede ser expulsado de la célula por
ABCB1. La concentracion de MTX-PG;.s aumenta conforme aumenta la dosis semanal de
MTX hasta los 15 mg, para después estabilizarse (Stamp 2009, Yamamoto 2016). Los
estudios realizados en pacientes con AR tratados con MTX no encontraron asociacion
entre los niveles de MTX-PG..5 y la aparicién de acontecimientos adversos (Dervieux
2006, Gervasini 2009, Stamp 2009, Yamamoto 2016).



Se han identificado varios SNP del gen GGH, C401T, G354T, T124G, C452T o A1102G
(Gervasini 2009), localizados en su regién promotora, que al eliminar el sitio de union
para los factores inhibidores de transcripcién, podrian mejorar la actividad
transcripcional del geny la expresidn de la proteina GGH, con descenso potencial de los
niveles intracelulares de MTX-PGz.s en pacientes con AR tratados con MTX (Gervasini
2009, Hayashi 2009, Inoue 2014, Tarnowski 2016). Otro SNP, , habia sido
relacionado previamente con la eficacia de MTX en AR (van der Straaten 2007), indicando
que el alelo C puede reducir la actividad de GGH aumentando secundariamente los
niveles intracelulares de MTX-PG,-s. En este estudio, los pacientes que portaban el alelo
C del SNP GGH_T16C y no mas de 1 copia del haplotipo GGH 452C - 16T también
tuvieron buena respuesta a MTX. Otros estudios no han encontrado una asociacion
significativa entre SNPs de GGH y la eficacia de MTX (Dervieux 2006, Wessels 2007). La
interaccion entre polimorfismos de GGH y transportadores de MTX podria disminuir la
eficacia de este ultimo, como se describi6 para MDR1 (Sharma 2008) y mas
recientemente para RFC (Hayashi 2013), sugiriendo incluso que la combinacion de los
alelos T del SNP GGH_C401T y A del RFC_G80A en pacientes con AR podria utilizarse
como un marcador de no-respuesta a MTX. Por otro lado, se ha observado una
asociacion entre el genotipo C/C del SNP GGH_C401T y el aumento de la toxicidad
general por MTX (Dervieux 2006), y entre el genotipo GGH -345 G/G y la aparicion de
mielosupresion (Jekic 2013).

Los polimorfismos del gen (A1994G, y G114A) han sido menos estudiados
que los del GGH y no parecen tener un impacto significativo sobre los efectos de MTX
(van der Straaten 2007, Sharma 2008).

Los resultados obtenidos hasta la fecha no parecen apoyar en general una contribucion
importante de los polimorfismos de GGH y FPGS a la variabilidad de la respuesta a MTX
de los pacientes con AR.

4.3.1.3 Polimorfismos de genes relacionados con el metabolismo de MTX

4.3.1.3.1 Via del folato

El MTX poliglutamado (MTX-PG..s) inhibe enzimas esenciales para la sintesis y reparacion
del ADN, vy la replicacion celular, tanto de forma directa (DHFR, TYMS y ATIC) como
indirecta (MTHFR). EIl CCND1 controla la progresion de la célula a través de la fase G1/S
y estad implicado en la regulaciéon de TYMS y DHFR.

La inhibicién competitiva de la enzima DHFR es un mecanismo de accién importante de
MTX, ya que impide la transformacién de DHF en THF, lo que origina una carencia de
coenzimas de folato y un deterioro de la sintesis de purina y pirimidina (Wessels 2006,
Gervasini 2009, Chaabane 2016, Tarnowski 2016). Diferentes polimorfismos del gen
DHFR (19-bp delecion, -G473A y A35289G) no han mostrado ninguna asociacion con la
eficacia y/o toxicidad de MTX en pacientes con AR (Zhu 2014, Chaabane 2016). En otros
estudios se ha observado relacion entre el SNP DHFR_A317G y una respuesta
desfavorable a MTX (Milic 2012, Salazar 2014) y entre el polimorfismo rs12517451 y la



aparicion de efectos adversos (Owen 2013) y pobre respuesta (Senapati 2014).

En el siguiente paso, THF es metilado hasta 5,10-metil THF y la enzima MTHFR cataliza la
conversion irreversible del 5-10 metil THF en 5-metil THF, que es un cofactor folato
biologicamente activo necesario para la sintesis de purina y timidina, que actia como un
donante de carbono para la remetilaciéon de homocisteina a metionina (Malik 2012,
Zhang 2014).

La enzima , necesaria para la regeneracién del folato reducido, es inhibida
indirectamente por el MTX. Dado que el gen MTHFR, localizado en el cromosoma 1
(1p36.6), parece desempeniar un papel clave en el mantenimiento del equilibrio entre la
sintesis, reparacion y metilacion del ADN, los polimorfismos en este gen podrian afectar
a la respuesta a MTX de los pacientes con AR. Se han descrito varios polimorfismos de
MTHFR, de los cuales los mas frecuentes y ampliamente estudiados son los SNP
MTHFR_C677T (rs1801133) y MTHFR_A1298C (rs1801131), que disminuyen la actividad
de la enzima, aunque solo el rs1801133 afecta su termolabilidad. Ambos polimorfismos
de MTHFR pueden tener efectos diferentes sobre la toxicidad y la eficacia de MTX en
pacientes con AR (Evans 2002, Urano 2002).

El consiste en la sustitucion de alanina por valina en el codén
222 de la proteina MTHFR, que reduce su actividad enzimatica y, consecuentemente,
eleva los niveles de homocisteina y se altera la distribucion de folatos (Hider 2007, Shao
2017). La actividad enzimatica se reduce en un 70% en homocigotos y en un 40% en
heterocigotos (Ranganathan 2006b, Hider 2007, Kurzawski 2007), por lo que cabria
esperar un aumento de la eficacia de MTX en estos pacientes. Hasta la fecha, se han
publicado 32 articulos (7 de eficacia, 16 de toxicidad y 9 de ambos) y 11 meta-analisis
(Fisher 2009, Lee 2010, Spyridopoulou 2012, Davila-Fajardo 2013, Owen 2013b, Morgan
2014, Song 2014, Chen 2017, Qiu 2017, Shao 2017, Qiu 2017b) que han explorado la
relacion entre el SNP MTHFR_C677T y la respuesta a MTX en pacientes con AR. Todos los
meta-analisis coinciden en la falta de asociacion entre el polimorfismo y la eficacia de
MTX (Fisher 2009, Lee 2010, Owen 2013b, Morgan 2014, Chen 2017, Shao 2017, Qiu
2017b) con independencia del modelo genético utilizado. En cambio, se ha observado
consistentemente una asociacion entre el polimorfismo y la aparicion de
acontecimientos adversos por MTX en pacientes con AR (Fisher 2009, Spyridopoulou
2012, Song 2014, Chen 2017, Shao 2017), en la muestra total y en los subgrupos de etnia
caucasica y asiatica oriental, en los tratados con MTX en monoterapia (Shao 2017) vy,
paraddjicamente, en los que recibian suplementos con folato (Song 2014, Shao 2017).
Otros tres metaanalisis no han encontrado asociacion con toxicidad (Lee 2010, Owen
2013b, Qiu 2017).

El consiste en la sustitucién de glutamato por alanina en el
dominio regulatorio c-terminal (coddn 429) de la proteina MTHFR, lo que disminuye la
actividad enzimatica, proporciona sustrato a la enzima TS, aumenta la sintesis de DNA 'y
reduce los efectos secundarios de MTX a dosis elevadas (Huang 2008). En general, no se
ha encontrado ninguna asociacion del polimorfismo rs1801131 con la eficacia ni con la
toxicidad de MTX en pacientes con AR (Fisher 2009, Lee 2010, Owen 2013b, Morgan



2014, Qiu 2017), aunque se ha comunicado una disminucion de acontecimientos
adversos por MTX en pacientes con genotipo C/C del SNP MTHFR_A1298C (Ongaro 2009,
Spyridopoulou 2012, Song 2014).

El SNP A1298C por si mismo, no aumenta los niveles de homocisteina ni disminuye los
niveles plasmaticos de folato, sin embargo los pacientes con el haplotipo 677T — 1298C
tienen la actividad de la enzima MTHFR tan disminuida y los niveles de homocisteina tan
elevados como los homocigotos para el alelo mutado de MTHFR_677CTc (Evans 2002).

La discrepancia entre los resultados observados y los esperados con los SNPs MTHFR,
que disminuyen la actividad enzimatica, pueden ser explicados por su interaccion entre
si'y con otros polimorfismos relacionados con el metabolismo del MTX (Anderson 2000,
Ongaro 2009, Shao 2017), con otros factores genéticos y con factores clinicos, como el
sexo, la edad, el habito de fumar, la actividad basal y duracion de la enfermedad y los
tratamientos concomitantes, que pueden influir en la eficacia o toxicidad del MTX en los
pacientes con AR (Anderson 2000, Van Ede 2001, Hoekstra 2003, Hider 2007, Hider 2009).
Los suplementos de folatos podrian disminuir la toxicidad por MTX en pacientes con
polimorfismos de MTHFR (Goodman 2001, Van Ede 2001).

Las enzimas MTR y MTRR participan en el metabolismo de folato y estan implicadas en
el metabolismo de adenosina y la conversién de homocisteina a metionina. Sin embargo,
polimorfismos en estos genes (MTR_A2756G (rs1805087) o MTRR_A66G (rs1801394)) no
parecen asociarse con la eficacia ni con la toxicidad por MTX (Berkun 2007, Stamp 2010,
Chaabane 2016, Qiu 2017, Qiu 2017b).

4.3.1.3.2 Via de las pirimidinas

TYMS convierte desoxiuridilato en desoxotimidilato para la sintesis de novo de
pirimidinas. Por lo tanto, se trata de una enzima clave para la sintesis y reparacion del
ADN vy su inhibicion por MTX-PG,.5 contribuye a los efectos antiproliferativos y
antiinflamatorios del MTX. Los polimorfismos del gen TYMS pueden influir sobre los
niveles de la enzima y afectar el resultado terapéutico del MTX (Lima 2014c). Los
polimorfismos mas estudiados son repeticiones en tandem de 28 pb en la region
potenciadora en el 5'-UTR (rs34743033), 1494del6 y 34+ C157G. Los resultados de los
estudios son muy diferentes inter e intra etnias (Inoue 2007, Ranganathan 2008, Swierkot
2015). El polimorfismo TYMS 28 bp (2R/3R) ha sido relacionado con peor respuesta y
menor toxicidad en no caucasicos y con mayor toxicidad en caucasicos, mientras que el
polimorfismo TYMS 1494 del6 ha sido relacionado con menor toxicidad general en los
pacientes con AR (Kumagai 2003, Inoue 2009, Chaabane 2016, Chen 2017). Un meta-
analisis que incluyd 3 estudios (Wessels 2007, Jekic 2013, Lima 2014c) con un total de
603 pacientes europeos de AR no encontré asociacién entre el polimorfismo TYMS 28pb
y la respuesta a MTX (Wessels 2007, Qiu 2017b).

43.1.3.3 Viade la adenosina

ATIC es una enzima importante en la via de la adenosina que participa en la sintesis de
novo de purina y convierte AICAR en formyl-AICAR. MTX-PG;s, al inhibir ATIC, conduce



a una acumulacién intracelular de AICAR, que a su vez inhibe dos enzimas importantes
en el metabolismo de la adenosina, AMPD y ADA, y consecuentemente incrementa los
niveles de AMP y adenosina.

Tras ser desfosforilada, la adenosina es liberada al espacio extracelular donde estimula
su receptor produciendo potentes efectos antiinflamatorios (disminuye la adherencia de
neutrofilos, inhibe células asesinas naturales, monocitos/macréfagos y linfocitos T)
(Cronstein 2005, Ranganathan 2008). La adenosina parece mediar los efectos
antiinflamatorios del MTX mediante su unién a los receptores A2A (ADORA2A) y A3
(Montesinos 2003, Stamp 2012). Hasta ahora, se ha encontrado relacién de SNPs de
ADORAZA con sintomas digestivos, pero no con eficacia (Hider 2008, Sharma 2009). Los
antagonistas inespecificos de los receptores de adenosina, la teofilina y la cafeina,
reducen los efectos beneficiosos del MTX en animales (Montesinos 2000), pero no ha
podido ser comprobado en humanos.

Los polimorfismos del gen ATIC, localizado en el cromosoma 2g35, pueden afectar el
mecanismo de accion del MTXy, por lo tanto, sus resultados terapéuticos (Zhu 2014). El
SNP mas frecuente y estudiado es ATIC_C347G (rs2372536) en el exdn 5, consistente en
la sustitucién de treonina por serina en la posicion 116 del enzima. El alelo G se ha
encontrado asociado con peor respuesta a MTX en pacientes caucasicos (Lee 2016b, Qiu
2017b), y mayor toxicidad general por MTX en la poblacion global de AR (Wessels 2006b,
Chen 2017) y en caucasicos (Lee 2016b).

El gen AMPD1 codifica la enzima AMPD que cataliza la conversion de AMP a IMP. El
polimorfismo (rs17602729) codifica una proteina truncada, con pérdida
de funcion, que favorece la conversion de AMP en adenosina (Morisaki 1992). Se ha
comunicado que la presencia del alelo mutado T se asocia a buena respuesta a MTX de
los pacientes con AR (Wessels 2006b, Chen 2017).

El gen ITPA codifica para la enzima ITPA que cataliza la conversion de ITP en IMP y la
formacion de Inosina. El SNP ha sido poco estudiado, pero parece que los
pacientes con el genotipo C/C pueden tener una mejor respuesta (Wessels 2006b). Los
pacientes que portaban simultaneamente el alelo T de AMPD1_C34T y los genotipos C/C
de ATIC_C347G y de ITPA_C94A presentaron mejor resultados que los que portaban sélo
uno o dos de ellos (Wessels 2006b).

El gen ADA codifica para la enzima ADA que cataliza la conversién de adenosina en
Inosina. El genotipo A/A del SNP sinénimo (rs244076) se ha visto asociado
a una peor respuesta en hindues (Sharma 2009).



4.4 Justificacion de la tesis

La artritis reumatoide es una enfermedad muy heterogénea, tanto desde el punto de
vista clinico como de respuesta al tratamiento. Existe una gran variabilidad interindividual
en la respuesta a MTX, en términos de eficacia y de toxicidad. Por el momento no se
dispone de métodos fiables para predecir la respuesta individual de un paciente a MTX,
aunque la farmacogenética tiene un papel cada vez mas importante. En este sentido, y
debido a la complejidad de la enfermedad y del mecanismo de accién del farmaco, no
parece probable que una variante genética Unica pueda ser capaz de predecir la
respuesta a MTX en AR. Por consiguiente, a la hora de buscar posibles predictores de
respuesta es importante tener en cuenta el efecto aditivo de variantes genéticas de las
diferentes vias metabolicas del MTX, asi como otros factores relacionados con la
heterogeneidad de la enfermedad. La variabilidad en la respuesta terapéutica y la
imposibilidad de predecir la toxicidad a MTX en los pacientes con AR, junto con el uso
creciente de las terapias bioldgicas, eficaces, pero muy caras, han sugerido la necesidad
de seleccionar, antes de iniciar el tratamiento, a los pacientes susceptibles de responder
a MTX.

La seleccion de “pacientes respondedores”, a partir de su caracterizacion clinica y del
perfil de polimorfismos genéticos relacionados con el metabolismo del MTX, podria
facilitar la obtencion de dosis éptima, aumentar la tasa de respuesta, disminuir la
frecuencia de efectos secundarios y de monitorizacion, y reducir la necesidad de terapias
biologicas, de mayor coste econdmico y menor experiencia que MTX. De forma similar,
la identificacion de pacientes con AR no respondedores a MTX facilitaria el empleo
inmediato de otros farmacos eficaces con el fin de evitar la progresion del dafo articular
y la exposicion a toxicidad potencial del primero durante el tiempo necesario para
confirmar su ineficacia.

Por lo tanto, esta estrategia de seleccidon de pacientes puede optimizar el manejo de la
AR, de forma mas eficaz y segura, asi como permitir una racionalizacién del gasto
farmacéutico necesario para conseguir los mismos resultados.
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5 HIPOTESIS



En los pacientes con AR en monoterapia con MTX,

- la respuesta, incluida la remision,

-y latoxicidad

estan determinadas por factores del paciente y del tratamiento.

Al menos parcialmente, polimorfismos genéticos (Tabla 7)

- relacionados con la enfermedad
-y con el metabolismo del MTX

-y su mecanismo de accién
pueden estar relacionados con

- larespuesta, incluida la remision

-y latoxicidad



Tabla 7. Matriz de hipétesis

Polimorfismo
SNP referencia

Traslacion
aminoacido

Repercusion

funcional

Via relacionada

Efecto esperado

Toxicidad

observada

Eficacia
observada

ABCB1 3435C>T
rs1045642

FPGS 2572G>A
rs1544105

GGH 16T>C
rs1800909

MTHFR 677C>T
rs1801133

MTHFR 1298A>C
rs1801131

ITPA 94C>A
rs1127354
AMPD1 34C>T
rs17602729
ADA 534A>G
rs244076

721,12

9g34.11

8q12.3

1p36.22

1p36.22

20p13

1p13.2

20q13.12

Ninguno

Cys6Arg

Ala222Val

Glu429Ala

Pro32Thr

Q45* (Stop

prematuro)
Vall78Val

{ expresién gp-Py

dafinidad sustrato

d niveles mARN

d Actividad

4 Actividad

4 Actividad

J Actividad
d Actividad

Desconocida

Eflujo de MTX

Forma MTX-PG
(MTX>MTX-PG)

Desagrega MTX
(MTX-PG>MTX)

Regeneracion del
acido fdlico y sintesis
de DNA
Regeneracion del
acido fdlico y sintesis
de DNA

Sintesis de purinas

Sintesis de purinas

Sintesis de purinas
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TMTX celular
Teficacia
Ttoxicidad

I MTX

{ eficacia

{ toxicidad

T MTX.

7T eficacia

7 toxicidad

T Homocisteina
7 eficacia

7T toxicidad

T Homocisteina
7 eficacia

7 toxicidad

T adenosina
7 eficacia

T adenosina
7T eficacia

T adenosina
7 eficacia

No
concluyente

No evaluada

No
relacionado

Relacionado

No
concluyente

No
relacionado
No
relacionado
No evaluada

No
concluyente

No
concluyente

No
relacionado

No
relacionado

No
relacionado

7T respuesta
T respuesta

~L respuesta
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6 OBJETIVOS



6.1

Objetivo general

Evaluar la potencial influencia de las caracteristicas clinicas del individuo, la enfermedad
y el tratamiento, y diferentes polimorfismos genéticos relacionados con el MTX, sobre la
respuesta terapéutica, en términos de eficacia y seguridad, en pacientes con AR tratados
con MTX en monoterapia.

6.2 Objetivos especificos

1.

Evaluar la asociacion entre caracteristicas clinicas de pacientes con AR y la
respuesta a MTX en monoterapia.

Evaluar la asociacién entre caracteristicas clinicas de pacientes con AR y la
remision obtenida con MTX en monoterapia.

Evaluar la asociacién entre las caracteristicas clinicas de pacientes de AR y la
toxicidad general por MTX en monoterapia.

Evaluar la influencia de determinados polimorfismos genéticos sobre la
respuesta a MTX y remisidon en monoterapia en pacientes con AR.

Evaluar la asociacién entre los polimorfismos genéticos determinados y la
toxicidad general por MTX en monoterapia en pacientes con AR.

Evaluar la asociacion entre polimorfismos genéticos concretos y diferentes tipos
especificos de toxicidad por MTX, en concreto:

o de naturaleza hematoldgica
o hepatica

o gastrointestinal

o alopecia

o neurolodgica
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7 MATERIAL Y METODOS



7.1

Diseno

Estudio observacional longitudinal prospectivo de un minimo de 6 meses de

seguimiento.

7.2 Pacientes

7.2.1

Poblacion accesible

La cohorte de Mérida esta formada por los pacientes con AR que son seguidos en la
consulta monografica de AR del Hospital General de Mérida desde el 1/3/1990.

7.2.2

7.2.2.1

Criterios de seleccion

Criterios de inclusién

Para entrar en el estudio, los pacientes debian cumplir los siguientes criterios de

inclusion:

Tener al menos 18 afios cumplidos.
Estar diagnosticados de AR segun los criterios ACR de 1987.

Encontrarse en seguimiento protocolizado en la consulta monografica de AR (Se
puede consultar la hoja de evaluacion del paciente en el anexo 11.5).

Recibir, o haber recibido en algin momento, tratamiento con metotrexato en
monoterapia. Durante la monoterapia los pacientes también podian tomar, de
forma concomitante, antiinflamatorios no esteroideos, prednisona oral y acido
félico, pero no otros FAME desde el inicio.

7.2.2.2 Criterios de exclusiéon

7.2.3

Deficiente adherencia o alta probabilidad de pérdida en el seguimiento.
Incapacidad para proveer datos fiables.

Haber recibido agentes bioldgicos, ciclofosfamida o terapia combinada de MTX
antes de la monoterapia.

Encontrarse participando en un ensayo clinico.

Muestreo y reclutamiento

Se utilizdé un muestreo consecutivo a medida que los pacientes llegaban a la consulta. Se
propuso la participacién a todos los pacientes que se encontraban en seguimiento en las
consultas monograficas de AR entre los afios 2012 y 2015.

59



7.3 Maediciones y variables

7.3.1 Variables principales o de desenlace

7.3.1.1 Respuesta a MTX

Los pacientes se clasificaron en respondedores a MTX si alcanzaban un estado de baja
actividad clinica, definido por un valor del DAS28-PCR <3.2, y en no respondedores
cuando permanecian con un valor >3.2. Para poder establecer el criterio de respuesta,
los pacientes debian haber recibido MTX en monoterapia a la dosis mas alta tolerada
durante al menos 6 meses. Por otro lado, los casos en los que se suspendio el MTX en
cualquier momento por intolerancia o toxicidad se consideraron no respondedores.

7.3.1.2 Remisidon

Se considero que los pacientes respondedores que alcanzaron y mantuvieron un DAS28-
PCR <2,6 se encontraban en remision clinica, con independencia de que continuaran con
MTX en monoterapia o sin ningun tratamiento.

7.3.1.3 Toxicidad por MTX

Aparicion de algun acontecimiento adverso significativo relacionado con el MTX en
cualquier momento del tratamiento. En la definicion de toxicidad se incluyeron los
siguientes episodios, siempre que no pudieran ser explicados por otras causas:

e Afectacion hematoldgica: anemia (Hb<9), leucopenia (<4.000), trombopenia
(<150.000)

e Elevaciéon de transaminasas (GOT y/o GPT) por encima de 2 veces el limite
superior de la normalidad.

e Sintomas gastrointestinales (nauseas, voémitos, diarrea, dolor abdominal,
sensacion de plenitud abdominal, anorexia)

e Sintomas generales: molestias inespecificas relacionadas con la administracion
(cansancio, malestar general, artralgias, mialgias y/o febricula) y sintomas
neuroldgicos inespecificos y reversibles (letargia, aturdimiento, somnolencia,
mareo, inestabilidad, desorientacion)

e Alopecia difusa
e Mucositis / Dermatitis
e Nodulosis reumatoide acelerada

e Neumonitis intersticial

7.3.2 Factores en estudio

Se estudiaron los siguientes polimorfismos relacionados con las rutas metabdlicas de
MTX:

e Transporte del MTX



o Gen ABCBT.rs1045642 (3435C>T)
e Glutamacién de MTX

o Gen GGH. rs1800909 (T16C)

o Gen FPGS. rs1544105 (G2572A)
e Transmetilacién de acido folico

o Gen MTHFR. rs1801133 (C677T).

o Gen MTHFR. rs1801131(A1298C)
e Viade la Adenosina

o Gen AMPD1.rs17602729 (34C>T)

o Gen ADA. rs244076 (534A>QG)

o Gen ITPA.rs1127354 (94C>A)

7.3.3 Variables descriptivas y factores de confusion

Como variables independientes y factores de confusion para el ajuste de modelos de
regresion se analizaron las siguientes variables:

e Caracteristicas demograficas y clinicas: sexo, nivel de estudios, tipo de trabajo,
edad al inicio y al diagnéstico de AR, latencia desde el comienzo de la
enfermedad hasta el inicio de MTX, actividad de la AR (DAS28-PCR), y capacidad
funcional (Steinbrocker) al inicio de MTX.

e FAME previos a MTX, duracion del tratamiento con MTX,

e Consumo de tabaco, ingesta de cafeina y de alcohol, FR, anti CCP, anticuerpos
antinucleares,

e Comorbilidad y complicaciones extraarticulares de AR

7.4 Recogida de datos

La informacion se obtuvo de la historia clinica de cada paciente. El protocolo aplicado
durante el seguimiento permite monitorizar, en cada visita, la actividad inflamatoria y la
capacidad funcional mediante el indice compuesto DAS28-PCR y el HAQ
respectivamente. Ademas, se evalia la presencia de FR, ACPA, complicaciones
extraarticulares, comorbilidad, y tolerancia, asi como efectos secundarios del tratamiento
( ). Cada médico es responsable de la evaluacién de su paciente y del ajuste
del tratamiento tras la valoracion clinica.

Ademas de los datos extraidos de la historia clinica, a todos los pacientes se les realizd
una entrevista estructurada "ad hoc" ( ) para confirmar los datos
demograficos y los relativos a fechas de inicio, diagnostico y tratamiento de la
enfermedad. Ademas, en esta entrevista se indagd por posibles efectos secundarios
relacionados con MTX y se extrajo una muestra de sangre para el analisis de los
polimorfismos.

Cuando se realiz6 el estudio, muchos pacientes ya no se encontraban en tratamiento con



MTX en monoterapia, sino que podian estar recibiendo otros FAME asociados o en
sustitucion de MTX.

7.4.1 Método de genotipado

Para la determinacion de los genotipos se utilizaron muestras de sangre recogidas en
tubos con EDTA potasico (Vacutainer®, BD, EE. UU.), previamente codificadas y
almacenadas a -20 °C hasta su analisis. El aislamiento del ADN gendémico en las muestras
de sangre se realizd mediante el kit Centrapuregen kit (Indianapolis, IN, USA). El estudio
de los polimorfismos de estos genes se llevd a cabo con metodologia basada en la
técnica de PCR a Tiempo Real (TR) mediante la utilizacion de sondas TagMan (Tabla 8).
Las reacciones de PCR-TR se efectuaron en un Sistema Fast 7300 Real-Time (Applied
Biosystems, Forster City, CA, EE. UU.).

La determinacién de cada polimorfismo se realizd mediante un kit de reactivos con
ensayos TagMan pre-desarrollados, que contiene un par de primers de PCR y un par de
sondas TagMan con fluorescencia de Applied Biosystems (Forster City, CA, EE. UU.),
basado en la presencia de SNPs asociados a los alelos estudiados.

La reaccion de amplificacion se llevo a cabo en 20 pL con 30 ng de ADN humano molde,
1X de TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, Forster City, CA, EE. UU.),
1X de cada primer y sondas, y agua. Las condiciones iniciales fueron un paso de
desnaturalizacion de 10 min a 95 °C, seguidos de 40 ciclos de desnaturalizacién a 92°C
durante 15 segundos, y alineacién a 60 °C 1 min. El proceso de deteccion alélica se
efectud durante 1 min a 60°C. Todos los analisis se realizaron en placas de 96 pocillos en
las que se incluyeron un control negativo (sin ADN) y controles positivos (heterocigéticos
y/u homocigéticos).

Tabla 8. Sondas TagMan utilizadas para la determinacion de las variantes alélicas de los
diferentes genes estudiados

ABCB1 3435C>T rs1045642 __7586657_20
AMPD1 34C>T rs17602729 C_33603912_10
ITPA 94C>A rs1127354 C__27465000_10
GGH 16T>C rs1800909 C__ 8894713_10
MTHFR 677C>T rs1801133 C__ 1202883_20
MTHFR 1298A>C rs1801131 C___ 850486_20
ADA 534A>G rs244076 C__ 2217230_10
FPGS 2572G>A rs1544105 C__ 8342611_10

dbSNP ID: database Single Nucleotid Polymorphism identification; Assay ID: TagMan Assay identification.
ABCB1: Glicoproteina P; AMPD1: Adenosina monofosfato deaminasa 1; ITPA: Inosin trifosfato pirofosfatasa;
GGH: Gamma-glutamil hodroxilasa; MTHFR: 5,10-Metilentetrahidrofolato reductasa; ADA: Adenosina
deaminasa; FPGS: Folipoliglutamato sintetasa. En rojo se indica el nucle6tido menos frecuente que da lugar
al polimorfismo.
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7.5 Aspectos éticos

El proyecto para la realizacion de este trabajo de investigacion fue aprobado por el
Comité de Bioética de la Universidad de Extremadura ( ).

Durante la realizacion del estudio se siguieron las recomendaciones internacionales
sobre el manejo de muestras genéticas, asi como los principios establecidos en la
“Declaracion de Helsinki” y revisiones posteriores (de la Asociacion 2008), en el Convenio
del Consejo de Europa relativo a los derechos humanos y la biomedicina, en la
Declaracion Universal de la UNESCO sobre el genoma humano y los derechos humanos,
en la Directriz Tripartita de la ICH "Normas de Buena Practica Clinica” y en los
requerimientos legales vigentes en la Unién Europea, en Espafia y en la Comunidad
Autonoma de Extremadura.

Antes de su inclusién en el estudio, todos los pacientes debian otorgar su consentimiento
por escrito, tras haber leido y comprendido el documento de informacién al paciente
(Consentimiento Informado), que se adjunta en el . Durante todo el estudio
se mantuvo la adecuada confidencialidad de la informacién obtenida. A cada participante
se le asignd una clave numérica de tal modo que no pudiera relacionarse la muestra e
informacion obtenida con la identidad del sujeto. Las muestras fueron anonimizadas,
asegurando la imposibilidad de inferir su identidad, para su estudio y potencial analisis
ulterior de variantes alélicas que pudieran ser relevantes.

7.6 Analisis estadisticos

El andlisis estadistico se llevo a cabo en diferentes y sucesivos pasos:

1. Descriptivo. Se describieron las caracteristicas sociodemograficas, clinicas y
genéticas (polimorfismos y genotipos), utilizando frecuencias absolutas y relativas
(%) para las variables cualitativas y medidas de tendencia central (media y mediana)
y de dispersion (desviacion estandar y rango intercuartilico), en funcién de la
distribucion de las variables, para las variables cualitativas.

2. Bivariante. Se exploro la existencia de asociacién entre las medidas de desenlace
y los distintos polimorfismos y también las caracteristicas clinicas. Se utilizaron tres
medidas de resultado: respuesta a MTX, remisidn, y acontecimientos adversos
(globales, digestivos, hepaticos, y hematoldgicos). El analisis bivariante se llevé a
cabo mediante modelos de regresion logistica, utilizando como variable
dependiente las distintas variables de desenlace, y como variables independientes
las caracteristicas clinicas y cada uno de los polimorfismos de interés
(ABCB1_3435CTc; FPGS_2572GAc; GGH_16TCc; MTHFR_677CTc; MTHFR_1298ACc;
ITPA_94CAc; AMPD1_34CTc; ADA_534AGc). Se valoré la independencia entre los
alelos heredados de los padres mediante la comprobacion del cumplimiento del
equilibrio de Hardy-Weinberg. Los analisis se llevaron a cabo para los tres modelos
de herencia de los polimorfismos, y se eligid el modelo que mejor se ajusté a los datos
mediante los criterios de informacion Akaike (AIC) y bayesiano (BIC).



3. Multivariante. Se estudiaron las asociaciones entre polimorfismos y variables de
respuesta, independientemente de las caracteristicas clinicas. Para ello se
construyeron modelos multivariantes de regresion logistica, para cada medida de
resultado y cada polimorfismo, controlando el efecto de variables relacionadas con
tres bloques de informacién: paciente (edad al diagndstico, sexo, habitos sobre
tabaco y alcohol), enfermedad (tiempo desde los sintomas al diagnostico, FR,
ACPA, erosiones 6seas, DAS28-PCR, manifestaciones extra-articulares, Mantoux), y
tratamiento (tiempo desde los sintomas y desde el diagnostico hasta el tratamiento
con el primer FAME, nimero de FAMEsc previos a MTX, tiempo desde el inicio de
los sintomas hasta MTX, dosis de acido folico, prednisona y MTX, via de
administracién). Ademas, y en el caso de la toxicidad, se cred una variable de suma
de trastornos crénicos de entre los siguientes: HTA, diabetes, hipercolesterolemia,
obesidad, accidente cerebrovascular, cardiopatia isquémica, enfermedad pulmonar
cronica, enfermedad tiroidea, alteraciones cardiacas, gastrointestinales vy
depresion. Las variables de control se eligieron en funcion del criterio clinico y de
los resultados del analisis bivariante (valor p <0,25). Se probo la existencia de
interaccion entre los SNPs y el sexo. Finalmente se estudiaron los determinantes
clinicos de las variables de resultado mediante modelos multivariantes de regresién
logistica utilizando cada una de las medidas de resultado como variable
dependiente. Como variables independientes se introdujeron las caracteristicas
clinicas y se controlé el efecto de posibles factores de confusién. Para la inclusion
de variables en los modelos se tuvieron en cuenta los resultados del analisis
bivariante (variables con valor p<0,250), el sentido tedrico y el tamafo de la
muestra. En el primer modelo (completo) se incluyeron las variables que en el
analisis bivariante obtuvieron un valor p<0,250 y se intentd explicar cada una de
las variables de resultado con el modelo mas parsimonioso o con menor niumero
de variables independientes. La comparacién entre modelos se llevd a cabo
mediante las medidas de informacién AIC y BIC.

4. Analisis de haplotipos de multiples SNPs. Habitualmente, los estudios de
asociacion prueban una serie de SNPs dentro de un gen candidato para determinar
si alguno de ellos aumenta el riesgo de desarrollar la enfermedad. Por
consiguiente, es necesario utilizar métodos de analisis que tengan en cuenta las
comparaciones de multiples SNPs. Los métodos de analisis basados en SNPs
aislados tienen un poder limitado para detectar un verdadero efecto genético de
un alelo especifico situado en varios SNPs. Para ello se utilizan métodos basados
en haplotipos, que analizan simultaneamente varios SNPs. Un haplotipo es una
secuencia de SNPs situados en el mismo cromosoma, dentro de la regién gendmica
de interés. Para este analisis se utilizaron las asociaciones de los SNPs de la MTHFR
(677CTc y 1298ACc), que se sitian en el mismo cromosoma y se heredan
conjuntamente.

Todos los analisis se llevaron a cabo con el programa SNPstats
(https://www.snpstats.net/snpstats/start.htm?)



7.7 Modelos de herencia

En los analisis de epidemiologia genética es preciso tener en cuenta diversos modelos

de herencia de alelos y genotipos de los SNPs. Se estudiaron los siguientes modelos:

e Modelo dominante. Una sola copia del alelo variante G es suficiente para modificar
el riesgo y el ser portador de dos copias lo modifica en igual magnitud, es decir, que
tanto los portadores del genotipo A/G como los del G/G tienen el mismo riesgo. Por
tanto, la combinacién A/G + G/G se compara con el genotipo A/A.

e Modelo recesivo. Hacen falta dos copias de la variante G para modificar el riesgo:
los heterocigotos (A/G) y los homocigotos del alelo de mayor frecuencia (A/A) tienen
el mismo riesgo, de tal forma que el genotipo G/G se compara con A/G + A/A.

e Modelo codominante. Cada genotipo proporciona un riesgo de enfermedad
diferente y no aditivo. Basicamente el modelo asume que puede haber un riesgo
distinto de los individuos heterocigotos y homocigotos variantes respecto a los
homocigotos normales.

e Modelo sobredominante. Los individuos homocigotos para el genotipo mas
frecuente (A/A) y el genotipo variante (G/G) tienen el mismo riesgo. No suele usarse
mucho en la clinica porque desde el punto de vista bioldgico es dificil de explicar.

e Modelo aditivo. Cada copia de G modifica el riesgo en una cantidad aditiva, por lo
tanto, los homocigotos G/G tienen el doble de riesgo que los heterocigotos A/G (el
efecto para los individuos heterocigotos (A/G) es la mitad que para los homocigotos
variantes (G/QG)).


https://www.snpstats.net/snpstats/start.htm
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8.1 Descripcion de los pacientes incluidos

Se incluy6 un total de 301 pacientes con una media de edad al diagnéstico de casi 50
anos. La proporcién mujeres / hombres fue 2:1. La Tabla 9 muestra una descripcidn
demografica de la poblacién. La mayoria de los pacientes no tenia estudios secundarios
(67,5%) y realizaba trabajos fisicos (81%). El sedentarismo (19%) fue muy escaso.

Tabla 9. Variables sociodemograficas

Variable Valor

Edad al diagndstico, media (DE) 49,6 (13,2)
Sexo (Mujer), n (%) 202 (67,1)
Nivel de estudios, n (%)
Menos que la primaria 98 (32,6)
Primaria finalizada 105 (34,9)
Superiores a primaria 98 (32,6)
Tipo de trabajo habitual, n (%)
Sedentario 57 (18,9)
Mixto 153 (50,8)
Activo 91 (30,2)

En la Tabla 10 se muestran los habitos de consumo de tabaco, café y alcohol de la
muestra.

Tabla 10. Consumo de tabaco, café y té

Variable Valor

Fumadores, n (%)

Nunca 118 (39,2)

Exfumadores 97 (32,2)

Activos 86 (28,6)
Ne de cigarrillos diarios, m (DE) 15,5 (10,3)
Bebedores, n (%)

Nunca 181 (60,1)

Ex bebedores 33 (11,0)

Activos 87 (28,9)
Cantidad de alcohol consumido por semana (sélo bebedores), n (%)

<17 gr 65 (74,7)

17-28 gr 15 (17,2)

>28 gr 7 (8,0)
Consumidores de café o té, n (%) 192 (63,8)
Consumidores de café, n (%) 185 (61,5)
Consumo diario de té o café, mediana (P25-75) 1(0-2)

Llama la atencién la elevada exposicion al tabaco (60% de los pacientes ha fumado en
algun momento y casi el 30% eran fumadores activos), un dato que contrasta con un
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elevado porcentaje de pacientes que no ha bebido nunca (60%). Continda bebiendo el
28,9% de la muestra, generalmente en cantidad moderada (<17 gramos por semana).
Casi dos tercios de la muestra consume cafeina con regularidad, mayoritariamente café
y en cantidades moderadas.

Mas del 75% de los pacientes presentd algun factor de riesgo cardiovascular
(tabaquismo, obesidad, hiperlipidemia, hipertension arterial o diabetes) (Tabla 11) y
también mas del 75% tenia alguna comorbilidad.

Tabla 11. Factores de riesgo cardiovascular

Variable n (%)
Algin factor de riesgo cardiovascular (tabaco, obesidad, hiperlipemia, 237 (78,7)
hipertension, diabetes)

Numero de factores de riesgo

Ninguno 64 (21,3)
1 94 (31,2)
2 79 (26,3)
3 52 (17,3)
4 10 (3,3)
5 2(0,7)

En la Tabla 12 se detalla la frecuencia de cada una de las comorbilidades; las mas
frecuentes fueron hiperlipidemia, HTA, osteoporosis, obesidad y depresion.

El estudio de despistaje de tuberculosis, realizado por protocolo a todos los pacientes,
arrojé un resultado positivo en el 15% de ellos (1 tuberculosis activa, 6 antiguas y 35
latentes).

Tabla 12. Comorbilidades

Variable n (%)
Alguna comorbilidad 234 (77,7)
Hiperlipidemia 137 (45,5)
Hipertension arterial 114 (37,9)
Osteoporosis 73 (24,3)
Obesidad (IMC>25) 72 (23,9)
Depresion 63 (20,9)
Alguna patologia cardiaca 63 (20,9)
Afectacién pulmonar 51 (16,9)
Diabetes Mellitus 49 (16,3)
Ictus 46 (15,3)
Mantoux positivo 42 (13,9)
Ulcera gastroduodenal 39 (13,0)
Enfermedad tiroidea 35(11,6)
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Variable n (%)

Cardiopatia isquémica 20 (6,6)
Sindrome del tunel del carpo 20 (6,6)
Alguna fractura osteopordtica 18 (6,0)
Insuficiencia renal crénica 12 (4,0)
Migraias 9(3,0)
Colecistectomia / colelitiasis 8(2,7)
Hepatitis virica 5(1,7)
Hipoacusia neurosensorial 4 (1,3)
Polineuropatia 4(1,3)
Esteatosis 3(1,0)
Estenosis de canal 3(1,0)
Diverticulosis 2(0,7)
Epilepsia 2(0,7)
Enfermedad de Parkinson 2(0,7)
Pancreatitis 2(0,7)
Sindrome de piernas inquietas 2(0,7)
Angiodisplasia de colon 2(0,7)
Pélipos adenomatosos 2(0,7)
Intolerancia a la lactosa 2(0,7)
Impresion basilar 1(0,3)
Poliomielitis 1(0,3)
Sindrome de secrecion inadecuada ADH 1(0,3)
Adenocarcinoma de colon 1(0,3)
Angioma hepatico 1(0,3)
Colitis ulcerosa 1(0,3)
Cirugia bariatrica 1(0,3)
Hipertransaminasemia 1(0,3)
Hepatitis autoinmune 1(0,3)
Hepatitis colestasica 1(0,3)
Proctitis infecciosa 1(0,3)
Disfuncidén eréctil 1(0,3)

El patron de presentacién de la AR fue poliarticular en mas de la mitad de los pacientes
(60%) tal como se refleja en la Tabla 13. Presentaron manifestaciones extraarticulares el
24% (Tabla 14), siendo las mas frecuente el sindrome de Sjogren secundario (11%), los
nédulos reumatoideos (8%), el sindrome del tunel del carpo (6,6%) y la enfermedad
pulmonar intersticial difusa (4,7%).

Tabla 13. Forma de inicio de AR

Oligo / monoarticular 120 (39,9)
Poliarticular 181 (60,1)
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Tabla 14. Manifestaciones extraarticulares

Afectacion extra-articular! 71 (23,6)
Sindrome de Sjoégren 33(11,0)
Afectacién Pulmonar

Enfermedad pulmonar intersticial difusa 14 (4,7)

Serositis 3(1,0)
Nddulos reumatoides 24 (8,0)
Sindrome de Felty 2(0,7)
Nefritis intersticial 3(1,0)
Subluxacion atlo-axoidea 1(0,3)
Sindrome del tunel del carpo 20 (6,6)
Otra? 14 (4,6)

'Sindrome de Sjdgren, serositis, nédulos subcutaneos, afectacién pulmonar, afectacion renal, sindrome de
Felty, nefritis intersticial). Fiebre, anemia, afectacion ocular (no sindrome seco).

El tiempo medio desde el inicio de los sintomas hasta el diagnostico fue de 17,2 meses,
y hasta el inicio del primer FAME de 24,0 meses (27,4 meses para MTX) (Tabla 15). El
tiempo medio de seguimiento fue de 136 meses y la duracién media de la monoterapia
con MTX de 68 meses, con un maximo de 20,4 anos. La exposicién a la monoterapia de
MTX fue de 1708 pacientes-afio, permaneciendo en ella el 50% de los pacientes a los 7,2
afos de seguimiento.

Tabla 15. Tiempo desde inicio de sintomas hasta diagndstico y tratamiento

Meses, media (00

Tiempo desde el inicio de los sintomas hasta el diagndstico 17,2 (27,1)
Tiempo entre el inicio de los sintomas y el inicio de tratamiento 24,0 (38,9)
Tiempo entre diagndstico y tratamiento con MTX 20,6 (45,3)
Tiempo entre diagndstico y tratamiento con FAME 6,8 (23,9)
Tiempo entre sintomas y tratamiento con MTX 27,4 (62,8)
Duracién de monoterapia con MTX 68,3 (58,0)
Tiempo desde el diagndstico hasta el ultimo contacto 135,8 (93,6)

Al analizar la demora hasta el diagnostico y el tratamiento, estratificada por décadas
naturales, se ve un acortamiento progresivo en el retraso diagndstico y, sobre todo, en
el tratamiento de los pacientes, desde los 21,7 y 56,2 meses en la década 80-90 hasta los
15,3y 16,7 meses a partir de 2011, siendo especialmente importante la disminucién del
periodo transcurrido entre el diagnostico y la instauracion del primer FAME (de 34,5 hasta
1,4 meses) (Tabla 16 y Figura 3).

70



Tabla 16. Tiempo desde inicio de sintomas hasta diagnostico y tratamiento, por décadas

Variable Meses, media (DE)
Diagndstico entre 1980-1990 (n=23)
Tiempo desde los sintomas hasta el diagndstico 21,7 (29,8)
Tiempo desde el diagndstico al tratamiento 34,5 (66,8)
Diagnéstico entre 1991-2000 (n=64)
Tiempo desde los sintomas hasta el diagnostico 21,0 (34,6)
Tiempo desde el diagndstico al tratamiento 11,7 (25,2)
Diagndstico entre 2001-2010 (n=148)
Tiempo desde los sintomas hasta el diagndstico 15,7 (26,0)
Tiempo desde el diagndstico al tratamiento 2,7 (7,7)
Diagndstico entre 2011-2015 (n=66)
Tiempo desde los sintomas hasta el diagndstico 15,3 (19,2)
Tiempo desde el diagndstico al tratamiento 1,4 (3,2)

Figura 3. Tiempo desde inicio de sintomas hasta diagnostico y tratamiento, por décadas

60 B Tiempo desde los sintomas al diagndstico

B Tiempo desde el diagostico al tratamiento

Meses transcurridos
w
(=]
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Casi un 84% de los pacientes tenia una AR seropositiva, bien para el factor reumatoide
(80%) o bien para los anticuerpos antipéptido citrulinado (casi un 70%). Tan solo en 46
(15,3%) pacientes la AR fue seronegativa para ambos anticuerpos y en 181 (60,1%) fue
positiva para FR y ACPA. Mas del 90% de los pacientes no presentaban anticuerpos
antinucleares (Tabla 17).
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Tabla 17. Anticuerpos

Variables Valor

Factor Reumatoide (FR)

Positivo, n (%) 242 (80,4)

Valor medio (DE) 141,7 (212,3)

Valor medio (DE) de positivos 174,3 (225,0)
Anticuerpos antipéptido citrulinado (ACPA)

Positivo, n (%) 193 (68,4)

Valor medio (DE) 156,4 (156,7)
Doble seropositividad (FR+y ACPA+), n (%) 181 (60,1)
Doble seronegatividad (FR- y ACPA-), n (%) 46 (15,3)
Anticuerpos antinucleares

Negativo, n (%) 274 (91,0)

En la Tabla 18 se puede observar que mas de la mitad de los pacientes mostraban
erosiones radiograficas en manos y pies durante el primer aio de seguimiento y que casi
el 75% tenia algun deterioro de la funcidn fisica (segun la clasificacion de Steinbrocker)
al inicio del tratamiento.

Tabla 18. Situacién radiografica y clase funcional

Variable n (%)
Presencia de erosiones radiograficas en manos y pies durante el 1°"afio 163 (55,6)
Clase funcional de Steinbrocker al inicio del tratamiento
I 78 (25,9)
I 170 (56,5)
I 52 (17,3)
v 1(0,4)

8.2 Tratamiento con MTX: descripcion, respuesta y tolerabilidad

Al inicio del tratamiento con MTX, 81 (27%) pacientes habia tomado previamente otros
FAMEsc, mayoritariamente uno solo (70,4%). Los mas utilizados fueron antipaludicos y
sales de oro, en el 58% y 48%, respectivamente (Tabla 19).
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Tabla 19. Uso de FAMEs

Variable n (%)
Uso FAMEsc previos 81 (26,9)
Numero de FAMEsc previos por paciente
1 57 (70,4)
2 16 (19,7)
3 6(7,4)
4 2 (2,5)
Nombre de los FAMEsc recibidos
Leflunomida 8(9,9)
Antimalaricos 47 (58,0)
Sulfasalacina 13 (16,0)
Sales de oro 39 (48,1)
D-penicilamina 4 (4,9)
Azatioprina 3(3,7)

En la Tabla 20 se muestran los indices de actividad, valores de PCR y tratamientos
concomitantes al inicio del tratamiento con MTX. Los valores medios indican que los
pacientes presentaban una actividad (evaluada mediante el indice de actividad DAS28-
PCR) moderada (4,5+0,8), con una media de PCR de casi 18 mg/I. Una amplia mayoria
(80,4%) tomaba prednisona de manera concomitante, con una dosis media diaria de 9,6
mg, y casi la totalidad (94%) recibieron suplementos de acido folico, siendo la dosis
habitual 5 mg semanales administrados al dia siguiente del MTX.

Tabla 20. indices de actividad y tratamientos concomitantes al inicio del MTX

DAS28-PCR, media (DE) 4,5 (0,8)
PCR inicial en mg/l, media (DE) 17,8 (21,3)
Prednisona Inicial
Pacientes con prednisona, n (%) 242 (80,4)
Dosis media utilizada en mg/d, media (DE) 9,6 (4,7)
Dosis mediana utilizada en mg/d, mediana (P25-75) 10 (5-10)
Acido félico semanal
Pacientes con acido fdlico, n (%) 282 (93,7)
Dosis media utilizada en mg/semana, media (DE) 8,4 (7,8)
Dosis mediana utilizada en mg/semana, mediana (P25-75) 5 (5-10)

La dosis habitual de MTX utilizada en el 80,1% de los pacientes, en general con buena
tolerancia (90% de los casos), fue de entre 15 y 20 mg/semana. S6lo en 13 (4,3%)
pacientes se usaron dosis superiores (22,5 o0 25 mg semanales), que fueron toleradas por
menos del 77% de los casos. En 6 (2%) casos no hubo tolerancia a ninguna dosis de MTX
con aparicion temprana de efectos secundarios. La administracion de MTX se inicié por
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via oral en casi el 90% de los pacientes. Durante el seguimiento, en una tercera parte de
los casos se cambié la via de administraciéon, habitualmente de oral a subcutanea. Las
causas mas frecuentes fueron el escalado de dosis y los efectos adversos (Tabla 21).

Tabla 21. Via de administracion y dosis maxima y tolerada de MTX

Variable n (%)
Via Inicial
Oral 264 (87,7)
Parenteral 37 (12,3)
Cambio de via de administracién 99 (32,9)
Dosis mdxima de MTX (en mg/semana)
7,5 6(2,0)
10 25 (8,3)
12,5 16 (5,3)
15 127 (42,2)
17,5 15 (5,0)
20 99 (32,9)
22,5 4(1,3)
25 9(3,0)
Dosis mdxima de MTX tolerada (en mg/semana)
0-5 6(2,0)
7,5 7(2,3)
10 42 (13,9)
12,5 18 (6,0)
15 124 (41,2)
17,5 13 (4,3)
20 81 (26,9)
22,5 2(0,7)
25 8(2,7)

La monoterapia fracasd en 152 (50,5%) pacientes, principalmente por falta de eficacia
(43,9%). El MTX se mantuvo durante todo el seguimiento en 230 (76,4%) pacientes, si
bien con interrupciones temporales por diferentes causas (infecciones, embarazos,
acontecimientos adversos) en un tercio de la muestra. La causa mas frecuente de
suspension definitiva de MTX fue toxicidad, en 56 (18,6%) pacientes (Tabla 22). En 109
pacientes (36,3%) se inicié finalmente un farmaco biol6dgico por respuesta insuficiente.

Tabla 22. Motivo de suspension de MTX

Remision 11 (3,7)
Toxicidad/Intolerancia’ 56 (18,6)
Ineficacia 4 (1,3)
Total suspension 71(23,6)

"Dos pacientes suspendieron por insuficiencia renal, no producida por el MTX.
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8.3 Descripcion de las variables principales o de resultado

8.3.1 Descripcion de los polimorfismos presentes

En la Tabla 23 se muestran las frecuencias de los polimorfismos genéticos estudiados y
sus alelos. Los genotipos T/T AMPD1 C34T y A/A ITPA C94A fueron muy infrecuentes,
encontrandose por debajo del 1% de la muestra.

Tabla 23. Polimorfismos genéticos

Polimorfismo ABCB1_3435CT

c/C 80 (26,5)

C/T 159 (52,8)

T/T 62 (20,6)
Polimorfismo AMPD1 34CTc

c/C 234 (77,7)

c/T 65 (21,6)

/T 2 (0,7)
Polimorfismo ITPA_94CAc

c/C 258 (85,7)

C/A 41 (13,6)

A/A 2 (0,7)
Polimorfismo MTHFR_677CTc

c/C 124 (41,2)

C/T 132 (43,8)

T/T 45 (14,9)
Polimorfismo MTHFR 1298ACc

A/A 153 (50,8)

A/C 126 (41,9)

c/C 22 (7,3)
Polimorfismo GGH_16TCc

T/T 154 (51,2)

T/C 119 (39,5)

c/C 28 (9,3)
Polimorfismo ADA_534AGc

A/JA 213 (71,0)

A/G 76 (25,3)

G/G 11 (3,7)
Polimorfismo FPGS_2572GAc

G/G 96 (31,9)

G/A 149 (49,5)

A/A 56 (18,6)
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8.3.2 Respuesta a MTX

El porcentaje de respuesta a MTX en monoterapia, definida como la consecucién a los 6
meses de un estado de baja actividad (DAS28-PCR <3,2) mantenida durante el
seguimiento, fue del 49,5% y el de remision (DAS28-PCR <2,6) del 33,2% de los pacientes.

En la Tabla 24 y la Figura 4 se muestra el porcentaje de pacientes que respondieron al
MTX en funcion de la dosis maxima recibida en monoterapia.

Tabla 24. Respuesta DAS28-PCR <3,2, con MTX en monoterapia

Dosis de MTX (mg/sem) | Pacientes con esta dosis % pacientes con DAS28-PCR<3,2

7,5 6 33,3
10 25 80,0
12,5 16 68,8
15 127 55,1
17,5 15 40,0
20 99 36,4
22,5 4 50,0
25 9 22,2

Figura 4. Porcentaje de respuesta en funcion de la dosis de MTX alcanzada
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En la Tabla 25 y la Figura 5 se presentan los porcentajes de remision (DAS28-PCR<2,6).
El mayor porcentaje de respuesta / remision se alcanzoé con las dosis intermedias, lo que
probablemente refleja el empleo de una cantidad inadecuada en las dosis mas bajas y
falta de respuesta en las mas altas (ambos p<0,001).

Los pacientes que alcanzaban la remisién con MTX lo hacian generalmente con un
maximo de 15 mg.
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Tabla 25. Respuesta DAS28-PCR <2,6, con MTX en monoterapia

Dosis de MTX (mg/sem) | Pacientes con esta dosis % pacientes con DAS28-PCR <2,6

7,5 6 33,3
10 25 56,0
12,5 16 62,5
15 127 41,7
17,5 15 13,4
20 99 18,2
22,5 4 0,0
25 9 11,1

Figura 5. Porcentaje de remisién en funciéon de la dosis de MTX alcanzada
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Al estudiar la relacion entre la respuesta a MTX en monoterapia y la década en que se
realizo el diagnostico de AR, se observo que el porcentaje de pacientes respondedores
mejoro a partir del afio 2000, como puede verse en la Tabla 26.

Tabla 26. Respuesta a MTX en funcion de la década de diagndstico

Década Pacientes diagnosticados en Respuesta a MTX

esa década (n) % (IC 95%)
1980-1990 23 26,1 (6,7 —45,5)
1991-2000 64 29,7 (18,2 -41,2)
2001-2010 148 58,2 (50,1 -66,2)
2011-2015 66 57,6 (45,3 — 69,8)
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8.3.3 Acontecimientos adversos

Se contabilizd al menos un acontecimiento adverso (AA) en 152 (50,5%) pacientes, siendo
los mas frecuentes los gastrointestinales, neuroldgicos/generales y hepaticos, presentes
en el 29%, 18% y 9% de los pacientes, respectivamente (Tabla 27). Los acontecimientos
adversos fueron causa de suspension de MTX en 55 casos, que suponen un 36,2% de los
pacientes con acontecimientos adversos y un 18% del total. Las causas de suspension
se presentan en la Tabla 28.

Tabla 27. Acontecimientos adversos

Acontecimientos adversos (AA) 152 (50,5)
AA hematoldgicos 14 (4,6)
Leucopenia (sola o0 como parte de pancitopenia) 9(3,0)
Trombopenia (sola o como parte de pancitopenia) 12 (4,0)
Pancitopenia 7 (2,3)

AA hepaticos (Elevacion de transaminasas) 27 (9,0)
2 x LSN 13 (4,3)

3xLSN 8(2,7)

>3 x LSN 6(2,0)

AA gastrointestinales 87(28,9)
Nauseas, vomitos, plenitud 80 (26,6)

Diarrea 10 (3,3)

AA neurolégicos/generales 55 (18,3)
Alopecia 26 (8,6)
AA cutaneos 13(4,3)
Erupcion 8(2,6)
Ulceras orales 20(6,6)
Nodulosis acelerada 6(2,0)
Afectacidn intersticial 2(0,7)

Tabla 28. Causas de suspensién

Variable

Suspension por Acontecimientos Adversos 55 (36,2)
AA hematoldgicos 8(14,5)
AA hepaticos (Elevacion de transaminasas) 12 (21,8)
AA gastrointestinales 28 (50,9)
AA post-dosis/generales 22 (40%)
Alopecia 10 (18,2)
AA mucosos (ulceras) 4(7,3)
Erupcion 1(1,8)
Nodulosis acelerada 4(7,3)
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8.4 Asociacion con caracteristicas clinicas: bivariante y
multivariante

8.4.1 Respuesta a Metotrexato

En relacién con las caracteristicas clinicas, el analisis bivariante mostré que la
probabilidad de respuesta a MTX es mayor con el aumento de la edad en el momento
del diagndstico (OR=1,05), y disminuye con el tabaquismo actual (OR=0,37), la presencia
de erosiones 6seas (OR=0,26), el Mantoux positivo (OR=0,20), el incremento del DAS28-
PCR basal (OR=0,08), el mayor niumero de FAME previos (OR=0,46) y las dosis mas
elevadas de acido félico (OR=0,97), MTX (OR=0,87), y prednisona (OR=0,93) (Tabla 29).

Tabla 29. Analisis bivariante de la respuesta a MTX — variables clinicas

Caracteristicas Respuesta a MTX OR [IC 95%] m

Sociodemogrdficas
Edad al diagndstico 1,05 [1,03-1,07] <0,0001
Sexo mujer 0,74 [0,46-1,20] 0,221
Fumador actual 0,37 [0,22-0,63] <0,0001
Bebedor previo o actual 1,36 [086-2,17] 0,188

De la propia enfermedad
Tiempo sintomas-diagndstico 1,00 [0,99-1,01] 0,783
FR 0,61 [0,34-1,09] 0,094
ACPA 0,71[0,43-1,18] 0,185
Erosiones dseas 0,26 [0,16-0,42] <0,0001
DAS28-PCR basal 0,08 [0,04-0,14] <0,0001
Manifestaciones extraarticulares 0,59 [0,34-1,01] 0,054
Mantoux 0,20 [0,09-0,44] <0,0001

Del tratamiento
Numero FAME previos 0,46 [0,31-0,68] <0,0001
Tiempo sintomas-MTX 0,99 [0,99-1,00] 0,056
Dosis de acido félico 0,97 [0,93-0,99] 0,039
Dosis MTX 0,87 [0,82-0,93] <0,0001
MTX parenteral 1,80 [0,89-3,65] 0,103
Dosis de prednisona 0,93 [0,90-0,98] 0,004

En el analisis multivariante, la respuesta fue menor en mujeres (OR=0,45), fumadores
(OR=0,38), pacientes con erosiones 6seas (OR=0,35), elevacién del DAS28-PCR basal
(OR=0,08) y Mantoux positivo (OR=0,33) (Tabla 31).
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8.4.2 Remision clinica

Las caracteristicas clinicas asociadas a mayor probabilidad de obtener la remisién fueron
la mayor edad al diagnéstico (OR=1,03) y la utilizacion de la via de administracion
parenteral (OR=2,10). Por el contrario, los factores relacionados con una menor
probabilidad de remision fueron el tabaquismo actual (OR=0,39), la presencia de
erosiones Oseas (OR=0,19), manifestaciones extra-articulares (OR=0,33) y Mantoux
positivo (OR=0,18), junto con la mayor actividad basal de la enfermedad, medida por el
DAS28-PCR (OR=0,15), el aumento del nimero de FAME previos (OR=0,51), de la dosis
MTX (OR=0,83), y el mayor tiempo transcurrido entre el inicio de los sintomas vy la
administracion de MTX (OR=0,99) (Tabla 30).

Tabla 30. Anélisis bivariante de la remision — variables clinicas

Sociodemogrdficas
Edad al diagnéstico 1,03 [1,01-1,05] 0,001
Sexo mujer 0,71[0,43-1,18] 0,184
Fumador actual 0,39 [0,21-0,71] 0,002
Bebedor previo o actual 1,29 [0,79-2,10] 0,302

De la propia enfermedad
Tiempo sintomas-diagndstico 1,00 [0,99-1,01] 0,910
FR 0,88 [0,48-1,59] 0,666
ACPA 0,70[0,41-1,17] 0,175
Erosiones dseas 0,19 [0,11-0,32] <0,0001
DAS28-PCR basal 0,15 [0,09-0,24] <0,0001
Manifestaciones extraarticulares 0,33[0,17-0,64] 0,001
Mantoux 0,18 [0,06-0,52] 0,001

Del tratamiento
Numero FAME previos 0,51 [0,33-0,81] 0,004
Tiempo sintomas-MTX 0,99 [0,98-1,00] 0,012
Dosis de acido félico 0,98 [0,95-1,01] 0,203
Dosis MTX 0,83 [0,78-0,90] <0,0001
MTX parenteral 2,10 [1,05-4,21] 0,036
Dosis de prednisona 0,97 [0,92-1,01] 0,131

En el analisis multivariante, la probabilidad de remision fue menor en mujeres (OR=0,46),
fumadores (OR=0,41), presencia de erosiones éseas en el primer afio (OR=0,24),
manifestaciones extraarticulares (OR=0,36), elevacién del DAS28-PCR basal (OR=0,19) y
mayor dosis de MTX (OR=0,90). Los pacientes ACPA-positivo tuvieron mayor
probabilidad de remision (OR=2,16) (Tabla 31).



Tabla 31. Analisis multivariante Respuesta / Remision: variables clinicas

- Respuesta a MTX Remision
Caracteristicas Valor p Valor p
OR [IC 95%] OR [IC 95%]

Sociodemogrdficas
Edad al diagndstico 1,04 [0,99-1,06] 0,125
Sexo mujer 0,45 [0,20-0,98] 0,044 0,46 [0,23-0,94] 0,033
Fumador actual 0,38[0,17-0,86] 0,021 0,41 [0,19-0,88] 0,022

Bebedor previo o actual

De la propia enfermedad
Tiempo sintomas-
diagnostico

FR
ACPA 1,76 [0,77-4,04] 0,179 2,16 [1,01-4,61] 0,047
Erosiones dseas 0,35[0,16-0,79] 0,011 0,24 [011-0,51] <0,0001
DAS28-PCR basal 0,11 [0,06-0,20] <0,0001 0,19[0,11-0,34] <0,0001
Manif. extraarticulares 0,36 [0,15-0,88] 0,026
Mantoux 0,33[0,11-0,99] 0,047

Del tratamiento
Numero FAME previos 0,65 [0,37-1,15] 0,139
Tiempo sintomas-MTX
Dosis de acido félico 0,96 [0,91-1,00] 0,063
Dosis MTX 0,90 [0,82-0,99] 0,048
MTX parenteral
Dosis de prednisona 0,95 [0,89-1,02] 0,150

Pseudo R?=0,46 Pseudo R?=0,34

8.4.3 Toxicidad por metotrexato

En la Tabla 32 se muestran los resultados del analisis bivariante entre las caracteristicas
clinicas y la aparicion de toxicidad por MTX, tanto global como de origen digestivo,
hepatico y hematolégico.

La aparicién de AA, considerados de forma global, esta relacionada con la menor edad
del paciente en el momento del diagndstico (OR=0,98), el sexo femenino (OR=1,95), la
elevacion del DAS28-PCR (OR=1,38), la presencia de manifestaciones extraarticulares
(OR=1,84), y el mayor nimero de trastornos crénicos (OR=1,14).

Las Unicas caracteristicas clinicas asociadas a la presentacion de acontecimientos
adversos de tipo digestivo fueron la menor edad al diagnostico (OR=0,98), y el hecho de
ser mujer (OR=2,33).

La presencia de un Mantoux positivo y el mayor nimero de trastornos cronicos
incrementan considerablemente la probabilidad de aparicién de AA de naturaleza
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hepatica, con OR de 2,97 y 1,20, respectivamente.

La aparicion de AA de origen hematologico se relaciond con la existencia de erosiones
(OR=12,1), el aumento del DAS28-PCR basal (OR=1,93), la presencia de manifestaciones
extraarticulares (OR=4,04), el nimero de trastornos créonicos (OR=1,8), el nUmero de
FAME previos a MTX (OR=2,3) y la dosis inicial de prednisona (1,08), aunque esta Ultima
se sitla en el limite de la significacion estadistica.

Tabla 32. Andlisis bivariante de la toxicidad - variables clinicas

- Globales Digestivos Hepaticos | Hematoldgicos
Caracteristica
OR (valor p) OR (valor p) | OR (valor p) OR (valor p)

Edad al diagndstico 0,98 (0,012) 0,98 (0,015) 1,00 (0,886) 1,01 (0,531)
Sexo mujer 1,95(0,007)  2,33(0,005) 0,69 (0,365) 2,02 (0,285)
Fumador actual 1,04 (0,884) 0,86 (0,601) 1,28 (0,567) 0,37 (0,197)
Bebedor previo o actual 0,73 (0,188) 0,63 (0,084) 1,71(0,186) 0,53 (0,291)
Sintomas-diagnodstico 1,00 (0,406) 1,00 (0,865) 1,01 (0,154) 1,00 (0,867)
FR 0,83 (0,522) 0,82 (0,533) 1,08 (0,882) 3,56 (0,224)
ACPA 1,03 (0,898) 1,28 (0,403) 0,98 (0,960) 1,57 (0,504)
Erosiones dseas 1,33 (0,230) 0,91 (0,719)  1,31(0,526) 12,1(0,017)
DAS28-PCR 1,38(0,023)  1,17(0,305) 1,55 (0,065) 1,93 (0,036)
M. extraarticulares 1,84 (0,028) 1,14 (0,658) 2,05 (0,090) 4,04 (0,009)
N¢ trastornos cronicos 1,14 (0,029) 1,07 (0,313) 1,20 (0,049) 1,8 (<0,0001)
Mantoux 1,71 (0,114) 1,84 (0,077) 2,97 (0,018) 0,95 (0,943)
N2 FAME previos 1,30 (0,106) 1,17 (0,332) 1,43 (0,110) 2,3 (<0,0001)
Sintomas-MTX 1,00 (0,446) 1,00 (0,077) 1,00 (0,355) 1,00 (0,064)
Dosis MTX 1,00 (0,976) 1,00 (0,989) 0,94 (0,283) 1,07 (0,354)
Via parenteral 0,72 (0,347) 0,65 (0,300) 0,88 (0,845) 1,85 (0,358)
Dosis acido félico 1,00 (0,846) 0,99 (0,746) 0,97 (0,408) 0,92 (0,237)
Prednisona al inicio 0,99 (0,590) 0,98 (0,447) 1,00 (0,964) 1,08 (0,043)

En el analisis multivariante de la toxicidad (Tabla 33), los acontecimientos adversos
considerados globalmente fueron mas frecuentes en pacientes mujeres (OR=2,14), con
mayor nimero de trastornos crénicos (OR=1,29), y menor edad (OR=0,97). La toxicidad
digestiva aumentd en mujeres (OR=2,45) y pacientes con Mantoux positivo (OR=2,15) y
menor edad (OR=0,98). El Unico determinante de la toxicidad hepatica fue el Mantoux
positivo (OR=2,65), mientras que las erosiones dseas y el nimero de trastornos crénicos
incrementaron la probabilidad de toxicidad hematologica. No obstante, los modelos
para toxicidad tienen menor capacidad explicativa que los relacionados con respuesta y
remision.
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Tabla 33. Andlisis multivariante de la toxicidad: variables clinicas

Caracteristica Globales Digestivos Hepaticos | Hematoldgicos
OR (valor p) OR (valor p) [ OR (valor p) OR (valor p)
Sociodemogrdficas
Edad al diagndstico 0,97 (0,001) 0,98 (0,039)
Sexo mujer 2,14 (0,004) 2,45 (0,004) 3,37 (0,108)
Fumador actual
Bebedor previo o actual 1,39 (0,433)

De la enfermedad
Sintomas-diagndstico
FR
ACPA
Erosiones dseas 8,75 (0,045)
DAS28PCR
M. extraarticulares 3,01 (0,075)
N@ trastornos crénicos 1,29 (<0,0001) 1,20 (0,062) 1,74 (<0,0001)
Mantoux positivo 2,15(0,033) 2,65 (0,042)
Del tratamiento
N2 FAME previos
Sintomas-MTX
Dosis MTX
Via parenteral
Dosis acido félico
Prednisona al inicio 1,10 (0,066)
Pseudo R?=0,06 Pseudo R?=0,05 Pseudo R?=0,05 Pseudo R?=0,32
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8.5 Analisis de polimorfismos: bivariante y multivariante

8.5.1 Respuesta a Metotrexato

El andlisis de los distintos SNPs demostré asociaciones entre los polimorfismos
ITPA_94CAc, MTHFR_677CTcy MTHFR_1298ACc con la respuesta a MTX.

En el analisis bivariante, el genotipo C/C del SNP MTHFR_1298ACc se asocié con menor
probabilidad de respuesta que los A/A y A/C, segun un modelo de herencia recesivo
(OR=0,36) y codominante (OR=0,33). Del mismo modo, el genotipo C/A del SNP
ITPA_94CAc también se asocié con menor probabilidad de respuesta comparado con los
C/C y A/A, segun los modelos de herencia sobredominante (OR=0,48), dominante
(OR=0,50) y codominante (OR=0,48). Se observé una interaccion entre el SNP
GGH_16TCc y el sexo, de forma que el genotipo C/C de este polimorfismo aumenta la
posibilidad de respuesta en las mujeres (OR=2,95), pero no en los hombres (OR=0,27),
segun un modelo de herencia recesivo.

Con el fin de independizar el efecto de los polimorfismos sobre la respuesta a MTX, se
realizaron modelos multivariantes de regresion logistica para cada SNP controlando el
efecto de variables clinicas. En este sentido, en los modelos multivariantes se
introdujeron, ademas del polimorfismo en cuestion, todas las variables que en el
bivariante mostraron un valor p <0,25 y también las que tenian un sentido tedrico.
Siguiendo este criterio los modelos se ajustaron por: edad al inicio de la enfermedad,
sexo, tabaquismo actual, ingesta de alcohol (previa o actual) o cafeina, manifestaciones
extraarticulares, valor FR y ACPA, erosiones durante el primer afilo, DAS28-PCR basal,
numero de FAME previos a MTX, dosis de prednisona, acfol y MTX (méaxima), tiempo
transcurrido desde los sintomas hasta el inicio de MTX, via de administracion de MTX,
Mantoux positivo y ANA positivo. Los resultados del analisis multivariante de la respuesta
a MTX son independientes de las variables mencionadas y se muestran en la Tabla 34.
Estos modelos ajustados demostraron que el genotipo C/C del SNP MTHFR_1298ACc
disminuye la probabilidad de respuesta a MTX frente a los genotipos A/A y A/C, segun
un modelo de herencia recesivo (OR=0,09), efecto que se mantiene en los modelos
aditivos (OR=0,42) y codominante (OR=0,07). Por el contrario, el genotipo T/T del
polimorfismo MTHFR_677CTc aumenta la probabilidad de respuesta frente a los
genotipos C/C y C/T segun un modelo de herencia codominante (OR=4,02), que se
mantiene en el modelo aditivo (OR=1,93). Sin embargo, en el modelo multivariante no
se mantiene la asociacién entre el polimorfismo ITPA_94CAcy la respuesta. La interaccion
entre el SNP GGH_16TCcy el sexo se mantiene en el analisis multivariante, de forma que
la probabilidad de respuesta aumenta considerablemente en las mujeres con genotipo
C/C (OR=11,56), segun el modelo de herencia recesivo, aunque los intervalos de
confianza son muy amplios. El analisis por sexos se puede ver en la Tabla 35.



Tabla 34. SNPs y respuesta a MTX: analisis bivariante y multivariante

SNPyModelo | Genotipo | Respuesta | Norespuesta | Bivariante | Multivariante |

ABCB1_3435CTc

c/C 41 (27%) 39 (26%)

Codominante C/T 81 (53%) 78 (52%) 1,01 (0,59-1,73) 0,93 1,29 (0,46-3,58) 0,87
T/T 30 (20%) 32 (21%) 1,12 (0,58-2,18) 1,30 (0,39-4,40)

Dominante c/C 41 (27%) 39 (26%) 1 0.88 1 06
C/T-T/T 111 (73%) 110 (74%) 1,04 (0,62-1,74) ’ 1,29 (0,50-3,38) ’

Recesivo c/c-C/T 122 (80%) 117 (78%) 1 a7 1 .04
/T 30 (20%) 32 (21%) 1,11 (0,64-1,95) ’ 1,11 (0,40-3,10) ’

Sobredominante C/C-T/T 71 (47%) 71 (48%) 1 0.87 1 0.76
/T 81 (53%) 78 (52%) 0,96 (0,61-1,51) 1,15 (0,48-2,73) ’

Log aditivo 1,06 (0,76-1 74) 0,75 1,15 (0,63-2 11) 0,65

___
121 (80%) 113 (76%)

Codominante C/T 31 (20%) 34 (23%) 1,17 (0,68—2,04) 0,21 1,49 (0,56—3,93) 0,38
/T 0 (0%) 2 (1%) NA (0-NA) NA (0,00-NA)

Dominante c/C 121 (80%) 113 (76%) 1 0.43 1 035
C/T-T/T 31 (20%) 36 (24%) 1,24 (0,72-2,14) ’ 1,58 (0,60-4,15) ’

Recesivo C/C—C/T 152(100%) 147 (99%) 1 0,09 1 s
/T 0 (0%) 2 (1%) NA (0-NA) NA (0,00-NA) ’

Sobredominante C/C-T/T 121 (80%) 155 (77%) 1 061 1 0.46
C/T 31 (20%) 34 (23%) 1,15 (0,67-2,00) ’ 1,44 (0,54-3,80) ’

Log aditivo 1,31 (0,78-2,21) 0,31 1,66 (0,66-4,20) 0,28

OR (IC95%) OR (IC95%)
1 1

Modelos ajustados por edad al inicio de la enfermedad, sexo, tabaquismo actual, ingesta de alcohol (previa o actual), cafeina, manifestaciones extraarticulares, valor FR 'y
ACPA, erosiones, DAS28-PCR basal, nUmero FAME previos, dosis de prednisona, acfol y MTX maxima, tiempo hasta el MTX, via de administracién, Mantoux positivo y ANA

positivo.
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Tabla 34. SNPs y respuesta a MTX: andlisis bivariante y multivariante (cont.)

SNPyModelo | Genotipo | Respuesta | Norespuesta |  Bivariamte | Multivariante |

ITPA_S4CAC | OR (1C95%) OR (IC95%)
1 1

c/C 124 (82%) 134 (90%)
Codominante C/A 27 (18%) 14 (9%) 0,48 (0,24-0,96) 01 0,93 (0,28-3,08) 0,99
A/A 1(1%) 1(0,7%) 0,93 (0,06-14,95) ’ 2,52 (0,00-NA)
Dominante c/C 124 (82%) 134 (90%) 1 1
0,037 0,91
C/A-A/A 28 (18%) 15 (10,1%) 0,50 (0,25-0,97) 0,93 (0,28-3,08)
Recesivo C/C-C/A 151 (99%) 148 (99%) 1 . 1 965
A/A 1(1%) 1(1%) 1,02 (0,06-16,46) ' 2,56 (0,00-NA) '
Sobredominante C/C-A/A 125 (82%) 135 (91%) 1 0.033 1 0.90
c/A 27 (18%) 14 (9%) 0,48 (0,24-0,96) ’ 0,93 (0,28-3,08) ’
Log aditivo 0,54 (0,29-1,02) 0,93 (0,28-3,08) 0,91
MTHFR_677CTc ___ OR ucss% OR ucss%
68 (45%) 56 (38%)
Codominante C/T 63 (41%) 69 (46%) 1,33 (0,81—2,17) 0,45 1,76 (0,73-4,29) 0,086
/T 21 (14%) 24 (16%) 1,39 (0,70-2,75) 4,02 (1,07-15,2)
Dominante c/C 68 (45%) 56 (38%) 1 1
0,21 0,068
C/T-T/T 84 (55%) 93 (62%) 1,34 (0,85-2,13) 2,16 (0,93-4,97)
Recesivo C/C—C/T 131 (86%) 125 (84%) 1 1
0,58 0,069
T 21 (14%) 24 (16%) 1,20 (0,63-2,26) 3,01 (0,87-10,43)
Sobredominante C/C-T/T 89 (58%) 80 (54%) 1 0.40 1 0.59
C/T 63 (41%) 69 (46%) 1,22 (0,63-2,26) ’ 1,25 (0,55-2,84) ’
Log aditivo 1,21 (0,88-1,67) 0,24 1,93 (1,05-3,55) 0,028

Modelos ajustados por edad al inicio de la enfermedad, sexo, tabaquismo actual, ingesta de alcohol (previa o actual), cafeina, manifestaciones extraarticulares, valor FR 'y
ACPA, erosiones, DAS28-PCR basal, nUmero FAME previos, dosis de prednisona, acfol y MTX maxima, tiempo hasta el MTX, via de administracién, Mantoux positivo y ANA
positivo.
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Tabla 34. SNPs y respuesta a MTX: analisis bivariante y multivariante (cont.)

SNP y Modelo

Codominante

Dominante

Recesivo

Sobredominante

Genotipo Respuesta No respuesta Bivariante W AYETET
___
72 (47%) 81 (54%)

A/C 64 (42%) 62 (42%) 0,86 (0,54-1,38) 0,072 0,70 (0,30-1,62) 0,0066
c/C 16 (10%) 6 (4%) 0,33 (0,12-0,90) 0,07 (0,01-0,38)
A/A 72 (47%) 81 (54%) 1 0,22 1 0,11
A/C-C/C 80 (53%) 68 (46%) 0,76 (0,48-1,19) 0,52 (0,23-1,17)
A/A-A/C 136 (89%) 143 (96%) 1 0,027 1 0,0022
c/C 16 (10%) 6 (4%) 0,36 (0,14-0,94) 0,09 (0,02-0,44)
A/A-C/C 88 (58%) 87 (58%) 1 0,93 1 0,98
A/C 64 (42%) 62 (42%) 0,98 (0,62-1,55) 0,99 (0,45-2,18)

0,71 (0,49-1,02) 0,061 0,42 (0,22-0,83) 0,01

Log aditivo

GGH_16TCc ___ uicy ovcx

Codominante

Dominante

Recesivo

Sobredominante

Log aditivo

T/ C
c/c
T/T
T/C—C/C
T/T-T/C
c/c
T/T-C/C
T/C

81 (53%)
58 (38%)
13 (9%)
81 (53%)
71 (47%)
139 (91%)
13 (9%)
94 (62%)
58 (38%)

73 (49%)
61 (41%)
15 (10%)
73 (49%)
76 (51%)
134 (90%)
15 (10%)
88 (59%)
61 (41%)

1,17 (0,72—1,88)
1,28 (0,57-2,87)
1
1,19 (0,76-1,87)
1
1,20 (0,55-2,61)
1
1,12 (0,71-1,78)
1,15 (0,81-1,62)

0,74

0,46

0,62

0,44

1,03 (0,44-2,40)
0,55 (0,14-2,16)
1
0,92 (0,41-2,05)
1
0,54 (0,15-1,98)
1
1,15 (0,52-2,56)
0,83 (0,45-1,54)

0,66

0,83

0,36

0,73

0,56

Modelos ajustados por edad al inicio de la enfermedad, sexo, tabaquismo actual, ingesta de alcohol (previa o actual), cafeina, manifestaciones extraarticulares, valor FR 'y
ACPA, erosiones, DAS28-PCR basal, nUmero FAME previos, dosis de prednisona, acfol y MTX maxima, tiempo hasta el MTX, via de administracién, Mantoux positivo y ANA

positivo.
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Tabla 34. SNPs y respuesta a MTX: andlisis bivariante y multivariante (cont.)

Multivariante

SNP y Modelo

107 (70%)

106 (72%)

1

1

ADA_534AGe | OR (1C95%) OR (1C95%)
A/A

Codominante A/G 38 (35%) 38 (26%) 1,01 (0,60-1,70) 0,68 0,76 (0,31-1,87) 0,83
G/G 7 (5%) 4 (3%) 0,58 (0,16-2,03) 0,86 (0,08-9,09)

Dominante A/A 107 (70%) 106 (72%) 1 0,81 1 0.5
A/G-G/G 45 (30%) 42 (28%) 0,94 (0,57-1,55) 0,77 (0,33-1,82)

Recesivo A/A-G/G 145 (95%) 144 (97%) 1 0.38 1 0,94
G/G 7 (5%) 4 (3%) 0,58 (0,16-2,01) 0,92 (0,09-9,69)

Sobredominante A/A-G/G 114 (75%) 110 (74%) 1 0,89 1 0.56
A/C 38 (25%) 38 (26%) 1,04 (0,62-1,74) 0,76 (0,31-1,87)

Log aditivo 0,90 (0,59-1,37) 0,62 0,82 (0,39-1,72) 0,59

FPGS2S726Ac | OR (IC95%) OR (1C95%)
G/G 1 1

52 (34%) 44 (29%)

Codominante G/A 73 (48%) 76 (51%) 1,23 (0,74-2,06) 0,68 1,29 (0,50-3,31) 0,84
A/A 27 (18%) 29 (19%) 1,27 (0,66-2,46) 1,03 (0,30-3,48)

Dominante G/G 52 (34%) 44 (29%) 1 0.38 1 0,67
G/A-A/A 100 (66%) 105 (70%) 1,24 (0,76-2,02) 1,22 (0,50-2,97)

Recesivo G/G-G/A 125 (82%) 44 (29%) 1 0,70 1 0.81
A/A 27 (18%) 105 (70%) 1,12 (0,63-2,00) 0,88 (0,30-2,54)

Sobredominante G/G-A/A 79 (52%) 73 (49%) 1 061 1 0.56
G/A 73 (48%) 76 (51%) 1,13 (0,72-1,77) 1,28 (0,56-2,91)

Log aditivo 1,14 (0,82-1,58) 0,43 1,05 (0,57-1,91) 0,88

Modelos ajustados por edad al inicio de la enfermedad, sexo, tabaquismo actual, ingesta de alcohol (previa o actual), cafeina, manifestaciones extraarticulares, valor FR 'y
ACPA, erosiones, DAS28-PCR basal, nUmero FAME previos, dosis de prednisona, acfol y MTX maxima, tiempo hasta el MTX, via de administracién, Mantoux positivo y ANA

positivo.



Tabla 35. SNPs y respuesta a MTX: interaccién por sexo

Modelo
GGH_16TCc

Codominante

Dominante

Recesivo

Sobredominante

Log aditivo

Genotipo

/T

T/C

c/c

T/T
T/C—C/C
T/T-T/C
c/c
T/T-C/C
T/C

Varones

Bivariante

OR (IC 95%)

1

1,52 (0,63-3,63)
0,32 (0,08-1,35)
1

1,06 (0,48-2,34)
1

0,27 (0,07-1,10)
1

1,83 (0,79-4,23)
0,79 (0,44-1,42)

89

Multivariante
OR (IC 95%)

1

2,6 (0,49-13,68)
0,06 (0,01-0,47)
1

1,17 (0,30-4,52)
1

0,05 (0,01-0,32)
1

7,58 (1,57-36,51)
0,50 (0,14-1,83)

Mujeres

Bivariante

OR (1C 95%)

1

1,07 (0,60-1,92)
3,04 (1-9,26)

1

1,27 (0,73-2,20)
1

2,95 (1-8,71)

1

0,92 (0,52-1,61)
1,40 (0,91-2,17)

Multivariante
OR (1C 95%)

1

0,83 (0,29-2,31)
5,65 (0,62-51,21)
1

1,01 (0,41-2,51)
1

11,56 (1,19-112,42)
1

0,62 (0,24-1,57)
1,22 (0,57-2,64)




8.5.2 Remision clinica

En el analisis bivariante el genotipo T/T del SNP MTHFR_677CTc aumenta ligeramente la
probabilidad de remisién comparado con los C/C y C/T, pero no logra alcanzar la
significacion estadistica. Tampoco se encontro asociacion de otros SNPs con la obtencion
de remision, ni se observaron efectos de interaccién por sexo (Tabla 36).

Los modelos multivariantes de remisién con MTX se controlaron por edad al inicio de la
enfermedad, sexo, tabaquismo actual, ingesta de bebidas alcohdlicas (previa o actual) y
cafeina, manifestaciones extra-articulares, valor de FR y ACPA, erosiones durante el
primer afo, DAS28-PCR basal, numero de FAME previos a MTX, dosis de prednisona,
acfol y MTX (maxima), tiempo transcurrido desde los sintomas hasta el inicio de MTX, via
de administracion de MTX, Mantoux positivo y ANA positivo (Tabla 36).

Los resultados del analisis multivariante mostraron una asociacion de los polimorfismos
MTHFR_677CTcy FPGS_2572GAc con la remision de la enfermedad. El genotipo T/T del
MTHFR_677CTc aumenta considerablemente la probabilidad de remision (OR=4,07)
segin un patrén de herencia recesivo, efecto que se mantiene en los modelos
codominante (OR=5,06) y aditivo (OR=2,06). Por el contrario, el genotipo G/A del
FPGS_2572GAc disminuye la probabilidad de remision con respecto a los homocigotos,
segun el modelo de herencia sobredominante, con un OR de 0,46. También se observo
disminucion de la probabilidad de remision con el genotipo T/T del SNP ABCB1 C3435T
en el modelo recesivo (OR=0,41), aunque no alcanzé significacion estadistica (p=0,05).

Estos efectos de ambos SNPs sobre la remision son independientes de la edad al inicio
de la enfermedad, el sexo, el tabaquismo, la ingesta de alcohol y cafeina, los titulos de
FRy ACPA, el DS28-PCR basal, la presencia de erosiones, manifestaciones extraarticulares
y Mantoux positivo, el nUmero de FAMEs previos a MTX, el tiempo trascurrido entre los
sintomas y el inicio de MTX, las dosis de prednisona, acido félico y de MTX y la via de
administracion de MTX.



Tabla 36. SNPs y remision: analisis bivariante y multivariante

SNP y Modelo Genotipo No remision ETE ) Bivariante Multivariante
ABCB1_3435CTc OR (1C95%) OR (1C95%) Valor p
52 (25,9%) 28 (28%)
Codominante C/T 105 (52,2%) 54 (54%) 0,96 (0,54-1,68) 0,72 1,24 (0,50-3,12) 0,13
T/T 44 (21,9%) 18 (18%) 0,76 (0,37-1,55) 0,47 (0,16-1,37)
) c/C 52 (21,9%) 28 (28%) 1 1
Dominante 0,69 0,80
C/T-T/T 149 (74,1%) 72 (72%) 0,90 (0,52-1,54) 0,90 (0,38-2,09)
) c/c-C/T 157 (78,1%) 82 (82%) 1 1
Recesivo 0,43 0,05
T/T 44 (21,9%) 18 (18%) 0,78 (0,43-1,44) 0,41 (0,16-1,02)
. C/C-T/T 96 (47,8%) 46 (46%) 1 1
Sobredominante 0,77 0,15
C/T 105 (52,2%) 54 (54%) 1,07 (0,66-1,74) 1,76 (0,81-3,82)
Log aditivo 0,88 (0,62-1,25) 0,47 0,70 (0,41-1,19) 0,19
AMPD3_34CTC ___ ovtcx ontex
155 (77,1%) 79 (79%)
Codominante C/T 44 (21,9%) 21 (21%) 0,94 (0,52—1,68) 0,43 0,96 (0,43—2,10) 0,68
T/T 2 (1%) 0 (0%) 0,00 (0,00-NA) 0,00 (0,00-NA)
) c/C 155 (77,1%) 79 (79,0%) 1 1
Dominante 0,71 0,79
C/T-T/T 46 (22,9%) 21 (21,0%) 0,90 (0,50-1,60) 0,89 (0,37-2,12)
) C/Cc-C/T 199 (99%) 100 (100%) 1 1
Recesivo 0,20 0,39
T/T 2 (1%) 0 (0%) 0,00 (0,00-NA) 0,00 (0,00-NA)
. C/C-T/T 157 (78,1%) 79 (79,0%) 1 1
Sobredominante 0,86 0,90
C/T 44 (21,9%) 21 (21,0%) 0,95 (0,53-1,70) 0,94 (0,39-2,27)
Log aditivo 0,86 (0,49-1,50) 0,59 0,85 (0,37-1,96) 0,71

Modelos ajustados por: edad al inicio de la enfermedad, sexo, tabaquismo actual, ingesta de alcohol (previa o actual), cafeina, manifestaciones extraarticulares, valor FR 'y
ACPA, erosiones, DAS28-PCR basal, nimero FAME previos, dosis de prednisona, acfol y MTX méxima, tiempo hasta el MTX, via de administracién, Mantoux positivo y ANA
positivo.
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Tabla 36. SNPs y remision: andlisis bivariante y multivariante (cont.)

SNPyModelo | Genotipo |  Noremision | Remisin|  Bivariante | Mubtivariante |
L N N OR (1C95%) OR (1C95%)
c/C

168 (83,6%) 90 (90%) 1 1
. C/A 31 (15,4%) 10 (10%) 0,60 (0,28-1,28) 0,18 1,34 (0,40-4,41) 0,20
Codominante
A/A 2 (1%) 0 (0%) 0,00 (0,00-NA) 0,00 (0,00-NA)
S c/C 168 (83,6%) 90 (90%) 1 295 1 e
C/A-A/A 33(16,4%) 10 (10%) 0,57 (0,27-1,20) ’ 1,07 (0,33-3,49) ’
) C/C-C/A 199 (99%) 100 (100%) 1 1
Recesivo 0,20 0,083
A/A 2 (1%) 0 (0%) 0,00 (0,00-NA) 0,00 (0,00-NA)
C/C-A/A 170 (84,6% 90 (90% 1 1
Sobredominante /CA/ ( ‘) (50%) 0,19 0,57
C/A 31 (15,4%) 10 (10%) 0,61 (0,29-1,30) 1,42 (0,43-4,62)
Log aditivo 0,55 (0,27-1,14) 0,09 0,84 (0,28-2,52) 0,76
MTHFR 677CTc | | OR (IC95%) OR (IC95%)
c/C 89 (44,3%) 35 (35%) 1 1
) Cc/T 87 (43,3%) 45 (45%) 1,32 (0,77-2,24) 0,14 1,52 (0,67-3,43) 0,015
Codominante
T/T 25 (12,4%) 20 (20%) 2,03 (1-4,12) 5,06 (1,61-15,89)
Dominante c/c 89 (44,3%) 35 (35%) 1 0,12 : 0,053
C/T-T/T 112 (55,7%) 65 (65%) 1,48 (0,90-2,42) ’ 2,10 (0,98-4,48) ’
) c/c—C/T 176 (87,6%) 80 (80%) 1 1
Recesivo 0,089 0,0064
T/T 25 (12,4%) 20 (20%) 1,76 (0,92-3,35) 4,07 (1,42-11,65)
C/C-T/T 114 (56,7% 55 (55% 1 1
Sobredominante /1] ( ) (55%) 0,78 0,91
C/T 87 (43,3%) 45 (45%) 1,07 (0,66-1,74) 0,96 (0,46-2,01)
Log aditivo 1,40 (1-1,98) 0,051 2,06 (1,21-3,53) 0,0062

Modelos ajustados por: edad al inicio de la enfermedad, sexo, tabaquismo actual, ingesta de alcohol (previa o actual), cafeina, manifestaciones extraarticulares, valor FR y
ACPA, erosiones, DAS28-PCR basal, nimero FAME previos, dosis de prednisona, acfol y MTX maxima, tiempo hasta el MTX, via de administracién, Mantoux positivo y ANA
positivo.



Tabla 36. SNPs y remision: andlisis bivariante y multivariante (cont.)

SNP y Modelo Genotipo No remision Remision Bivariante Multivariante

MTHFR 1208ACC | | | | OR uces% onuces%
A/A 101 (50,2%) 52 (52%)

. A/C 83 (41,3%) 43 (43%) 1,01 (0,61-1,65) 0,53 1,01 (0,47-2,17) 0,53

Codominante
c/C 17 (8,5%) 5 (5%) 0,57 (0,20-1,64) 0,45 (0,11-1,89)

ST A/A 101 (50,2%) 52 (52%) 1 o 1 8
A/C—-C/C 100 (49,8%) 48 (48%) 0,93 (0,58-1,51) ’ 0,88 (0,42-1,83) ’

R A/A-C/C 184 (91,5%) 95 (95%) 1 1572 1 1512
c/C 17 (8,5%) 5 (5%) 0,57 (0,10-1,59) ' 0,45 (0,11-1,82) '
A/A-C/C 118 (58,7% 57 (57% 1 1

Sobredominante /A=C/ ( 0) (57%) 0,78 0,79
A/C 83 (41,3%) 43 (43%) 1,07 (0,66-1,74) 1,11 (0,53-2,34)

Log aditivo 0,87 (0,59-1,29) 0,80 (0,45-1,43) 0,46

GGH_16TCc ___ OR ucss% OR uces%

106 (52,7%) 48 (48%)
) T/C 78 (38,8%) 41 (41%) 1,16 (0,70—1,93) 0,66 0,94 (0,43—2,05) 0,98

Codominante
c/C 17 (8,5%) 11 (11%) 1,43 (0,62-3,28) 0,92 (0,27-3,07)

Dominante T/T 106 (52,7%) 48(48%) 1 0.44 1 0.86
T/C-C/C 95 (47,3%) 52 (52%) 1,21 (0,75-1,95) ’ 0,93 (0,44-1,97) ’

Recesivo T/T-T/C 184 (91,5%) 89 (89%) 1 0.48 1 0.92
c/C 17 (8,5%) 11 (11%) 1,34 (0,60-2,98) ’ 0,95 (0,30-2,95) ’
T/T-C/C 123 (61,2% 59 (59% 1 1

Sobredominante /1¢/ ( 0) (59%) 0,71 0,96
T/C 78 (38,8%) 41 (41%) 1,10 (0,67-1,79) 0,96 (0,46-2,00)

Log aditivo 1,18 (0,82-1,70) 0,37 0,95 (0,55-1,65) 0,86

Modelos ajustados por: edad al inicio de la enfermedad, sexo, tabaquismo actual, ingesta de alcohol (previa o actual), cafeina, manifestaciones extraarticulares, valor FR y
ACPA, erosiones, DAS28-PCR basal, nimero FAME previos, dosis de prednisona, acfol y MTX méxima, tiempo hasta el MTX, via de administracion, Mantoux positivo y ANA
positivo.
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Tabla 36. SNPs y remision: andlisis bivariante y multivariante (cont.)

SNPyModelo | Genotipo | Noremisién | Remision | Bivariante | Multivariante

ADA_534AGc | | oy Qucey

A/A 142 (70,7%) 71 (71,7%)

Codominante A/G 51 (25,4%) 25 (25,2%) 0,98 (0,56-1,71) 0,91 1,41 (0,62-3,22) 0,71
G/G 8 (4%) 3 (3%) 0,75 (0,19-2,91) 1,25 (0,15-10,58)

S A/A 142 (70,7%) 71 (71,7%) 1 5 1 W
A/G-G/G 59 (29,4%) 28 (28,3%) 0,95 (0,56-1,62) ’ 1,39 (0,62-3,11) ’

. A/A-G/G 193 (96%) 96 (97%) 1 e 1 en
G/G 8 (4%) 3 (3%) 0,75 (0,20-2,91) ' 1,11 (0,14-9,04) '
A/A-G/G 150 (74,6% 74 (74,8% 1 1

Sobredominante ( J ( é) 0,98 0,43
A/C 51 (25,4%) 25 (25,2%) 0,99 (0,57-1,73) 1,39 (0,61-3,16)

Log aditivo 0,93 (0,60-1,46) 0,76 1,30 (0,65-2,59) 0,46

FPGS_2572GAc ___ OR ucss% OR ucss%

65 (32,3%) 31 (31%)

Codominante G/A 104 (51,7%) 45 (45%) 0,91 (0,52—1,58) 0,23 0,57 (0,24—1,34) 0,078
A/A 32 (15,9%) 24 (24%) 1,57 (0,80-3,11) 1,74 (0,58-5,21)

Dominante 6/G 65 (32,3%) 31(31%) 1 0,81 : 0,53
G/A-A/A 136 (67,7%) 69 (69%) 1,06 (0,63-1,78) ’ 0,77 (0,35-1,72) ’

Recesivo G/G-G/A 169 (84,1%) 76 (76%) 1 0.095 1 0.065
A/A 32 (15,9%) 24 (24%) 1,67 (0,92-3,02) ’ 2,45 (0,93-6,44) ’
G/G-A/A 97 (48,3% 55 (55% 1 1

Sobredominante /GA/ ( °) (55%) 0,27 0,042
G/A 104 (51,7%) 45 (45%) 0,76 (0,47-1,23) 0,46 (0,22-0,98)

Log aditivo 1,21 (0,86-1,71) 0,27 1,18 (0,69-2,02) 0,54

Modelos ajustados por: edad al inicio de la enfermedad, sexo, tabaquismo actual, ingesta de alcohol (previa o actual), cafeina, manifestaciones extraarticulares, valor FR y
ACPA, erosiones, DAS28-PCR basal, nimero FAME previos, dosis de prednisona, acfol y MTX maxima, tiempo hasta el MTX, via de administracién, Mantoux positivo y ANA
positivo.
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8.5.3 Toxicidad por metotrexato

8.5.3.1 Acontecimientos adversos globales

Se observé una asociacién en el analisis bivariante entre el polimorfismo ADA_534AGcy
los AA globales (Tabla 37), de forma que el genotipo A/G disminuye significativamente
la probabilidad de aparicion de acontecimientos adversos frente al A/Ay G/G, segun los
modelos sobredominante (OR=0,55) y codominante (0,57). No se encontré ninguna
interaccion por sexo.

Los modelos multivariantes para AA globales se controlaron por edad en el momento
del diagnostico, sexo, fumador actual, consumo de alcohol (actual o previo) y café, dosis
de prednisona, acido félico y MTX, via de administracion de MTX, Mantoux, y nimero de
FAME previos y de trastornos crénicos. Los analisis ajustados (Tabla 37) confirmaron que
el genotipo A/G del SNP ADA_534AGc disminuye la probabilidad de acontecimientos
adversos globales comparado con los homocigotos, segin los modelos sobredominante
(OR=0,51) y codominante (OR=0,53). También mostraron que el genotipo C/T del
polimorfismo MTHFR_677CTc aumenta la probabilidad de acontecimientos adversos en
general frente a los genotipos C/Cy T/T, segun los modelos de herencia sobredominante
(OR=1,95) y codominante (OR=1,80).



Tabla 37. SNPs y toxicidad global: analisis bivariante y multivariante

Genotipo | SinAA|  AA| Bivariamte | Multivariante
- | | el S

SNP y Modelo

ABCB1_3435CTc

c/C 40 (26,9%) 40 (26,3%)

Codominante C/T 82 (55%) 77 (50,7%) 0,94 (0,55-1,61) 0,56 0,85 (0,47-1,55) 0,19
T/T 27 (18,1%) 35 (23%) 1,30 (0,67-2,52) 1,56 (0,76-3,23)

Dominante c/c 40 (26,9%) 40 (26,3%) 1 092 1 092
C/T-T/T 109 (73,2%) 112 (73,7%) 1,03 (0,62-1,71) ’ 1,03 (0,59-1,80) ’

eesii C/C-C/T 122 (81,9%) 117 (77%) 1 096 9680
/T 27 (18,1%) 35 (23%) 1,35 (0,77-2,37) ’ 1,73 (0,93-3,21) ’
C/C-T/T 67 (45% 75 (49,3% 1 1

Sobredominante /T (45%) ( ‘) 0,45 0,18
c/T 82 (55%) 77 (50,7%) 0,84 (0,53-1,32) 0,70 (0,42-1,17)

Log aditivo 1,12 (0,81-1,56) 0,49 1,22 (0,85-1,75) 0,28

AMPD1_34CTC ___ OR ucss% OR uces%

114 (76,5%) 120 (79%)

Codominante C/T 33(22,1%) 32 (21,1%) 0,92 (0,53—1,60) 0,23 1,04 (0,57-1,91) 0,35
T 2 (1,3%) 0 (0%) 0,00 (0,00-NA) 0,00 (0,00-NA)

Dominante c/C 114 (76,5%) 120 (79%) 1 06 1 0.95
C/T-T/T 35 (23,5%) 32 (21,1%) 0,87 (0,50-1,50) ’ 0,98 (0,54-1,79) ’

) C/C-C/T 147 (98,7%) 152 (100%) 1

Recesivo 0,093 0,15
T 2 (1,3%) 0 (0%) 0,00 (0,00-NA) 0,00 (0,00-NA)
C/C-T/T 116 (77,8% 120 (79% 1 1

Sobredominante /T ( 0) (79%) 0,82 0,86
Cc/T 33 (22,1%) 32 (21,1%) 0,94 (0,54-1,62) 1,05 (0,57-1,94)

Log aditivo 0,82 (0,49-1,38) 0,45 0,92 (0,52-1,63) 0,78

Modelos ajustados por: edad al diagnéstico, sexo, fumador actual, ingesta de alcohol (actual o previa) o cafeina, niUmero de FAME previos a MTX, dosis de prednisona,
acfol y MTX (méxima tolerada), via de administracion de MTX, Mantoux y nimero de trastornos crénicos.
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Tabla 37. SNPs y toxicidad global: analisis bivariante y multivariante (cont.)

SNPyModelo | Genotipo | SinAA | AA | Bivariante | Multivariante |
] OR (IC95%) OR (IC95%)
1 1

ITPA_S4CAC I

c/C 130 (87,2%) 128 (84,2%)
Codominante C/A 19 (12,8%) 22 (14,5%) 1,18 (0,61-2,28) 0,23 1,23 (0,59-2,54) 0,24
A/A 0 (0%) 2 (1,3%) NA (0,00-NA) NA (0,00-NA)
) c/C 130 (87,2%) 128 (84,2%) 1 1
Dominante 0,45 0,45
C/A-A/A 19 (12,8%) 24 (15,8%) 1,28 (0,67-2,46) 1,32 (0,64-2,72)
. C/C-C/A 149 (100%) 150 (98,7%) 1 1
Recesivo 0,098 0,11
A/A 0 (0%) 2 (1,3%) NA (0,00-NA) NA (0,00-NA)
. C/C-A/A 130 (87,2%) 130 (85,5%) 1 1
Sobredominante 0,66 0,64
C/A 19 (12,8%) 22 (14,5%) 1,16 (0,60-2,24) 1,19 (0,58-2,46)
Log aditivo - - 1,37 (0,74-2,52) 0,31 1,42 (0,71-2,82) 0,32
MTHFR677CTc | | OR (IC95%) OR (IC95%)
c/C 65 (43,6%) 59 (38,8%) 1 1
Codominante C/T 59 (39,6%) 73 (48%) 1,36 (0,83-2,23) 0,32 1,80 (1,03-3,14) 0,029
T/T 25 (16,8%) 20 (13,2%) 0,88 (0,44-1,75) 0,73 (0,34-1,56)
) c/C 65 (43,6%) 59 (38,8%) 1 1
Dominante 0,4 0,19
C/T-T/T 84 (56,4%) 93 (61,2%) 1,22 (0,77-1,93) 1,40 (0,84-2,34)
) C/C—C/T 124 (83,2%) 132 (86,8%) 1
Recesivo 0,38 0,099
T/T 25 (16,8%) 20 (13,2%) 0,75 (0,40-1,42) 0,55 (0,27-1,12)
. C/C-T/T 90 (60,4%) 79 (52%) 1
Sobredominante 0,14 0,011
C/T 59 (39,6%) 73 (48%) 1,41 (0,89-2,23) 1,95 (1,15-3,29)
Log aditivo - - 1,02 (0,74-1,41) 0,88 1,01 (0,71-1,44) 0,94

Modelos ajustados por: edad al diagnéstico, sexo, fumador actual, ingesta de alcohol (actual o previa) o cafeina, nimero de FAMES previos a MTX, dosis de prednisona,
acfol y MTX (méxima tolerada), via de administracion de MTX, Mantoux y nimero de trastornos crénicos.
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Tabla 37. SNPs y toxicidad global: analisis bivariante y multivariante (cont.)

Multivariante

SNP y Modelo Genotipo Sin AA Bivariante
MTHFR_1298ACc OR (1C95%)
1

80 (53,7%) 73 (48%)
Codominante A/C 59 (39,6%) 67 (44,1%) 1,24 (0,78-2,00)
c/C 10 (6,7%) 12 (7,9%) 1,32 (0,54-3,23)
) A/A 80 (53,7%) 73 (48%) 1
Dominante
A/C-C/C 69 (46,3%) 79 (52%) 1,25 (0,80-1,97)
. A/A-C/C 139 (93,3%) 140 (92,1%) 1
Recesivo
c/C 10 (6,7%) 12 (7,9%) 1,19 (0,50-2,85)
. A/A-C/C 90 (60,4%) 85 (55,9%) 1
Sobredominante
A/C 59 (39,6%) 67 (44,1%) 1,20 (0,76-1,90)
Log aditivo 1,19 (0,83-1,71)
GGH_16TCc ___ OR ucss% OR ucss%
79 (53%) 75 (49,3%)
Codominante T/C 61 (40,9%) 58 (38,2%) 1 (0,62—1,62)
c/C 9 (6%) 19 (12,5%) 2,22 (0,95-5,22)
) T/T 79 (53%) 75 (49,3%) 1
Dominante
T/C-C/C 70 (47%) 77 (50,7%) 1,16 (0,74-1,82)
) T/T-T/C 140 (94%) 133 (87,5%)
Recesivo
c/C 9 (6%) 19 (12,5%) 2,22 (0,97-5,09)
. T/T-C/C 88 (59,1%) 94 (61,8%) 1
Sobredominante
T/C 61 (40,9%) 58 (38,2%) 0,89 (0,56-1,41)
Log aditivo - -—- 1,27 (0,90-1,79)

Valor p

0,61

0,33

0,69

0,43

0,34

0,15

0,52

0,051

0,62

0,18

OR (1C95%)

1,36 (0,81-2,30)
1,72 (0,64-4,61)
1
1,41 (0,85-2,33)
1
1,47 (0,57-3,81)
1
1,26 (0,76-2,09)
1,33 (0,89-2,00)

1,05 (0,62—1,77)
2,45 (0,97-6,22)
1
1,21 (0,74-1,99)
1
2,40 (0,98-5,89)
1
0,91 (0,55-1,50)
1,33 (0,90-1,95)

Valor p

0,37

0,36

0,16

0,14

0,45

0,05

0,71

0,15

Modelos ajustados por: edad al diagnostico, sexo, fumador actual, ingesta de alcohol (actual o previa) o cafeina, nimero de FAME previos a MTX, dosis de prednisona,

acfol y MTX (méxima tolerada), via de administracion de MTX, Mantoux y nimero de trastornos cronicos.
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Tabla 37. SNPs y toxicidad global: analisis bivariante y multivariante (cont.)

SNP y Modelo Genotipo Bivariante Multivariante
ADA_534AGc OR (1C95%) Valor p OR (1C95%) Valor p
A/A 99 (66,9%) 114 (75%) 1 1
Codominante A/G 46 (31,1%) 30 (19,7%) 0,57 (0,33-0,97) 0,034 0,53 (0,29-0,97) 0,028
G/G 3 (2%) 8(5,3%) 2,32 (0,60-8,97) 2,78 (0,65-11,98)
) A/A 99 (66,9%) 114 (75%) 1 1
Dominante 0,12 0,15
A/G-G/G 49 (33,1%) 38 (25%) 0,67 (0,41-1,11) 0,66 (0,38-1,16)
) A/A-G/G 145 (98%) 144 (94,7%) 1 1
Recesivo 0,13 0,094
G/G 3(2%) 8(5,3%) 2,69 (0,70-10,32) 3,25 (0,76-13,92)
. A/A-G/G 102 (68,9%) 122 (80,3%) 1 1
Sobredominante 0,024 0,024
A/G 46 (31,1%) 30 (19,7%) 0,55 (0,32-0,93) 0,51 (0,28-0,92)

Log aditivo 0,85 (0,56-1,29) 0,44 0,86 (0,55-1,37) 0,53

FPGS_2572GAc ___ ulcey oulcx

48 (32,2%) 48 (31,6%)

Codominante G/A 72 (48,3%) 77 (50,7%) 1,07 (0,64—1,79) 0,9 1,18 (0,67—2,07) 0,79
A/A 29 (19,5%) 27 (17,8%) 0,93 (0,48-1,80) 0,98 (0,47-2,06)

Dominante G/G 48 (32,2%) 48 (31,6%) 1 0.91 1 0.66
G/A-A/A 101 (67,8%) 104 (68,4%) 1,03 (0,63-1,67) ’ 1,13 (0,66-1,93) ’

. G/G-G/A 120 (80,5%) 125 (82,2%) 1 . 1 o
A/A 29 (19,5%) 27 (17,8%) 0,89 (0,50-1,60) ’ 0,88 (0,46-1,70) ’
G/G-A/A 77 (51,7% 75 (49,3% 1 1

Sobredominante /GA/ ( ‘) ( 0) 0,69 0,49
G/A 72 (48,3%) 77 (50,7%) 1,10 (0,70-1,73) 1,19 (0,73-1,95)

Log aditivo

0,98 (0,71-1,35)

0,89

1,02 (0,71-1,46)

0,93

Modelos ajustados por: edad al diagnostico, sexo, fumador actual, ingesta de alcohol (actual o previa) o cafeina, nUmero de FAME previos a MTX, dosis de prednisona,
acfol y MTX (méxima tolerada), via de administracion de MTX, Mantoux y nimero de trastornos crénicos.

99



8.5.3.2 Acontecimientos adversos digestivos

En el analisis bivariante, s6lo se observd una menor frecuencia de eventos adversos
digestivos en los pacientes con genotipo A/G del SNP ADA_534AGc, comparado con los
genotipos A/A 'y G/G, segun un modelo de herencia sobredominante (OR=0,52) (Tabla
38). Por otra parte, se encontr6 una interaccion entre el polimorfismo FPGS_2572GAc y
el sexo, de forma que la frecuencia de los AA gastrointestinales disminuye
considerablemente en varones, especialmente para el genotipo G/A sobre los G/G y A/A,
segun los modelos de herencia sobredominante (OR=0,31) y codominante (OR=0,30;
valor p=0,028), pero no en las mujeres (Tabla 39).

En el analisis multivariante para AA de naturaleza digestiva, controlado por la edad en el
momento del diagndstico, el sexo, tabaquismo actual, el consumo de alcohol (actual o
previo) y café, la dosis de prednisona, acido félico y MTX, la via de administracién de
MTX, el Mantoux y el nUmero de FAME previos y de trastornos cronicos, se mantuvo la
asociacion del SNP ADA_534AGc y la interaccion entre el polimorfismo FPGS_2572GAcy
el sexo (Tabla 38). Los pacientes con el genotipo A/G del polimorfismo ADA_534AGc
tuvieron AA digestivos con menor frecuencia que los homocigotos, segun los modelos
de herencia sobredominante (OR=39) y codominante (0,41). De la misma forma, los
varones con el genotipo G/A del SNP FPGS_2572GAc, pero no las mujeres, tuvieron
menor frecuencia de AA gastrointestinales, segin los modelos de herencia
sobredominante (OR=0,17), codominante (OR=0,15) y dominante (OR=0,25) (Tabla 39).



Tabla 38. SNPs y toxicidad digestiva: andlisis bivariante y multivariante

Multivariante
OR (1C95%)

Bivariante
OR (1€C95%) Valor p

SNP y Modelo

Genotipo Sin toxicidad  Toxicidad digestiva

ABCB1_3435CTc

c/C 58 (27,1%) 22 (25,3%) 1 1

Codominante c/T 113 (52,8%) 46 (52,9%) 1,07 (0,59-1,95) 0,92 1,04 (0,52-2,07) 0,88
/T 43 (20,1%) 19 (21,8%) 1,16 (0,56-2,42) 1,22 (0,54-2,75)

Dominante c/C 58 (27,1%) 22 (25,3%) 1 075 1 079
C/T-T/T 156 (72,9%) 65 (74,7%) 1,10 (0,62-1,94) ’ 1,09 (0,57-2,09) '

Recesivo c/c-C/T 171 (79,9%) 68 (78,2%) 1 074 1 062
/T 43 (20,1%) 19 (21,8%) 1,11 (0,60-2,04) ’ 1,19 (0,60-2,35) ’
C/C-T/T 101 (47,2% 41 (47,1% 1 1

Sobredominante /&) ( J ( 0) 0,99 0,87
c/T 113 (52,8%) 46 (52,9%) 1,00 (0,61-1,65) 0,95 (0,53-1,69)

Log aditivo 1,08 (0,75-1,55) 0,68 1,10 (0,73-1,66) 0,52

AMPD1_34CTC ___ OR (1C95%) ontcx

168 (78,5%)

66 (75,9%)

1,00

Codominante C/T 44 (20,6%) 21 (24,1%) 1,21 (0,67-2,20) 0,41 1,49 (0,76—2,94) 0,28
/T 2 (0,9%) 0 (0%) 0,00 (0,00-NA) 0,00 (0,00-NA)
Dominante c/c 168 (78,5%) 66 (75,9%) 1,00 062 1 032
C/T-T/T 46 (21,5%) 21 (24,1%) 1,16 (0,64-2,10) ’ 1,42 (0,72-2,77) '
_ c/c-¢/T 212 (99,1%) 87 (100%) 1,00 1
Recesivo 0,24 0,27
/T 2 (0,9%) 0 (0%) 0,00 (0,00-NA) 0,00 (0,00-NA)
C/C-T/T 170 (79,4% 66 (75,9% 1 1
Sobredominante /T ( ‘) ( 6) 0,5 0,23
c/T 44 (20,6%) 21 (24,1%) 1,23 (0,68-2,22) 1,51 (0,77-2,98)
Log aditivo 1,09 (0,62-1,92) 0,76 1,30 (0,68-2,46) 0,43

Modelos ajustados por edad en el momento del diagnéstico, el sexo, fumador actual, consumo de alcohol (actual o previo) y café, las dosis de prednisona, acido félico y

MTX, via de administracion de MTX, el Mantoux y el nimero de FAME previos y de trastornos crénicos.

101



Tabla 38. SNPs y toxicidad digestiva: analisis bivariante y multivariante (cont.)

SNP y Modelo Genotipo Sin toxicidad Toxicidad digestiva Bivariante Multivariante
ITPA_94CAc OR (1€95%) Valor p OR (1€95%)
c/C 186 (86,9%) 72 (82,8%) 1 1
Codominante C/A 28 (13,1%) 13 (14,9%) 1,20 (0,59-2,44) 0,073 1,50 (0,67-3,35) 0,10
A/A 0 (0%) 2 (2,3%) NA (0,00-NA) NA (0,00-NA)
Dominant c/C 186 (86,9%) 72 (82,8%) 1 0.36 1 071
ominante E )
C/A-A/A 28 (13,1%) 15 (17,2%) 1,38 (0,70-2,74) 1,66 (0,76-3,63)
5 ) C/C-C/A 214 (100%) 85 (97,7%) G RS
ecesivo ! ;
A/A 0 (0%) 2 (2,3%) NA (0,00-NA) NA (0,00-NA)
Sobredominant C/C-A/A 186 (86,9%) 74 (85,1%) 1 1 0.38
obredominante E )
C/A 28 (13,1%) 13 (14,9%) 1,17 (0,57-2,38) 1,43 (0,65-3,18)
Log aditivo 1,54 (0,82-2,88 0,19 1,80 (0,86-3,77) 0,12

MTHFR_677CTe ___ ovtcx ontcx

91 (42,5%)

33 (37,9%)

Codominante C/T 90 (42,1%) 42 (48,3%) 1,29 (0,75-2,21) 0,62 1,48 (0,80—2,73) 0,39
/T 33 (15,4%) 12 (13,8%) 1,00 (0,46-2,17) 0,97 (0,41-2,27)
Dominant c/c 91 (42,5%) 33 (37,9%) 1 0.46 1 034
ominante X ,
C/T-T/T 123 (57,5%) 54 (62,1%) 1,21 (0,73-2,02) 1,32 (0,75-2,33)
eces c/c-c/T 181 (84,6%) 75 (86,2%) 1 07 1 056
ecesivo ! |
/T 3 (15,4%) 12 (13,8%) 0,88 (0,43-1,79) 0,80 (0,36-1,77)
Sobredominant c/C-T/T 124 (57,9%) 45 (51,7%) 1 0.3 1 017
obredominante X ,
/T 90 (42,1%) 42 (48,3%) 1,29 (0,78-2,12) 1,49 (0,84-2,64)
Log aditivo 1,06 (0,75-1,51) 0,74 1,08 (0,73-1,59) 0,70

Modelos ajustados por edad en el momento del diagnostico, el sexo, fumador actual, consumo de alcohol (actual o previo) y café, las dosis de prednisona, acido félico y
MTX, via de administracion de MTX, el Mantoux y el nimero de FAME previos y de trastornos crénicos.
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Tabla 38. SNPs y toxicidad digestiva: analisis bivariante y multivariante (cont.)

SNP y Modelo

MTHFR_1298ACc

Codominante

Dominante

Recesivo

Sobredominante

Log aditivo

Genotipo Sin toxicidad

A/A
A/C
C/C
A/A
A/C-C/C
A/A-A/C
C/C
A/A-C/C
A/C

111 (51,9%)
89 (41,6%)
14 (6,5%)
111 (51,9%)
103 (48,1%)
200 (93,5%)
14 (6,5%)
125 (58,4%)
89 (41,6%)

Toxicidad
digestiva

42 (48,3%)
37 (42,5%)

8 (9,2%)
42 (48,3%)
45 (51,7%)
79 (90,8%)

8 (9,2%)
50 (57,5%)
37 (42,5%)

Bivariante

OR (1C95%)

1

1,10 (0,65-1,85)
1,51 (0,59-3,86)
1

1,15 (0,70-1,90)
1

1,45 (0,58-3,58)
1

1,04 (0,63-1,72)
1,17 (0,79-1,74)

0,69

0,57

043

0,88

043

Multivariante

OR (1C95%)

1

1,05 (0,58-1,90)
1,70 (0,58-5,01)
1

1,12 (0,64-1,99)
1

1,66 (0,59-4,69)
1

0,97 (0,55-1,72)
1,18 (0,75-1,87)

0,63

0,69

0,34

0,92

0,47

GGH_16TCc ___ oRics=) orice=)

Codominante

Dominante

Recesivo

Sobredominante

Log aditivo

Modelos ajustados por edad en el momento del diagnéstico, el sexo, fumador actual, consumo de alcohol (actual o previo) y café, las dosis de prednisona, acido félico y

T/C
c/C
T
T/C-C/C
T/T-T/C
c/C
T/T-C/C
T/C

107 (50%)
84 (39,2%)
23 (10,8%)

107 (50%)

107 (50%)

191 (89,2%)
23 (10,8%)
130 (60,8%)
84 (39,2%)

47 (54%)
35 (40,2%)
5 (5,8%)
47 (54%)
40 (46%)
82 (94,2%)
5 (5,8%)
52 (59,8%)
35 (40,2%)

0,95 (0,56—1,60)
0,49 (0,18-1,38)
1
0,85 (0,52-1,40)
1
0,51 (0,19-1,38)
1
1,04 (0,63-1,73)
0,81 (0,55-1,19)

MTX, via de administracion de MTX, el Mantoux y el nimero de FAME previos y de trastornos crénicos.
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0,36

0,53

0,16

0,88

0,28

0,89 (0,50—1,60)
0,36 (0,11-1,17)
1
0,78 (0,44-1,36)
1
0,38 (0,12-1,20)
1
1,03 (0,58-1,81)
0,72 (0,46-1,13)

0,19

0,37

0,077

0,93

0,15



Tabla 38. SNPs y toxicidad digestiva: analisis bivariante y multivariante (cont.)

SNP y Modelo

ADA_534AGc

Codominante

Dominante

Recesivo

Sobredominante

Log aditivo

Genotipo

A/A

A/G

G/G

A/A
A/G-G/G
A/A-A/G
G/G
A/A-G/G
A/G

Sin toxicidad

146 (68,5%)
61 (28,6%)
6 (2,8%)
146 (68,5%)
67 (31,5%)
207 (97,2%)
6 (2,8%)
152 (71,4%)
61 (28,6%)

Toxicidad

digestiva

67 (77%)
15 (17,2%)
5 (5,8%)
67 (77%)
20 (23%)
82 (94,2%)
5 (5,8%)
72 (82,8%)
15 (17,2%)

OR (1C95%)

1

0,54 (0,28-1,01)
1,82 (0,54-6,16)
1

0,65 (0,37-1,16)
1

2,10 (0,62-7,08)

0,52 (0,28-0,98)
0,82 (0,51-1,33)

Bivariante

Valor p

0,068

0,24

0,034

0,42

Multivariante

OR (1C95%)

1

0,41 (0,20-0,85)
2,17 (0,54-8,77)

0,53 (0,27-1,02)
1
2,78 (0,70-11,05)

0,39 (0,19-0,80)
0,74 (0,43-1,28)

0,016

0,053

0,33

0,0074

0,27

FPGS_2572GAc ___ uicey oy

Codominante

Dominante

Recesivo

Sobredominante

Log aditivo

G/A
A/A
G/G
G/A-A/A
G/G-G/A
A/A
G/G-A/A
G/A

63 (29,4%)
108 (50,5%)
43 (20,1%)
63 (29,4%)
151 (70,6%)
171 (79,9%)
43 (20,1%)
106 (49,5%)
108 (50,5%)

33 (37,9%)
41 (47,1%)
13 (14,9%)
33 (37,9%)
54 (62,1%)
74 (85,1%)
13 (14,9%)
46 (52,9%)
41 (47,1%)

0,72 (0,42-1,26)
0,58 (0,27-1,22)
1
0,68 (0,40-1,15)
1
0,70 (0,35-1,38)
1
0,87 (0,53-1,44)
0,75 (0,52-1,08)

0,30

0,16

0,29

0,60

0,12

0,82 (0,44-1,51)
0,54 (0,23-1,28)
1
0,74 (0,41-1,33)
1
0,61 (0,28-1,33)
1
1,00 (0,58-1,74)
0,75 (0,51-1,13)

0,37

0,32

0,21

1,00

0,17

Modelos ajustados por edad en el momento del diagnostico, el sexo, fumador actual, consumo de alcohol (actual o previo) y café, las dosis de prednisona, acido félico y
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MTX, via de administracién de MTX, el Mantoux y el nimero de FAME previos y de trastornos crénicos.

Tabla 39. SNPs y toxicidad digestiva: interaccién por sexo

Modelo Genotipo VETGIES Mujeres

FPGS_2572GAc

Bivariante

Multivariante

Bivariante

Multivariante
OR (IC 95%)

OR (IC 95%)

OR (IC 95%)

OR (IC 95%)

G/G 1 1 1 1
Codominante G/A 0,30 (0,09-0,98) 0,15 (0,04-0,66) 1,04 (0,54-1,98) 1,31 (0,65-2,65)
A/A 0,91 (0,22-3,72) 0,74 (0,15-3,60) 0,48 (0,20-1,18) 0,48 (0,18-1,27)
Dominante G/G 1 1 1 1
G/A-A/A 0,41 (0,14-1,18) 0,25 (0,07-0,88) 0,84 (0,46-1,55) 1(0,51-1,94)
Recesivo G/G-G/A 1 1 1 1
A/A 1,82 (0,51-6,54) 2,20 (0,55-8,84) 0,47 (0,21-1,06) 0,41 (0,17-0,99)
Sobredominante G/G-A/A 1 1 1 1
G/A 0,31 (0,11-0,91) 0,17 (0,05-0,64) 1,33 (0,74-2,39) 1,68 (0,89-3,18)

Log aditivo

0,76 (0,34-1,70)

105

0,66 (0,26-1,64)

0,75 (0,50-1,13)

0,77 (0,50-1,21)



8.5.3.3 Acontecimientos adversos hepaticos

En el andlisis bivariante, se encontré asociacion de los polimorfismos ADA_534AGc y
MTHFR_1298ACc con la elevacion de transaminasas. Los pacientes homocigotos para el
alelo mutado (genotipo G/G) del SNP ADA_534AGc tuvieron un incremento muy
importante de la frecuencia de este tipo de eventos comparado con los portadores de
los genotipos A/A y A/G, segun los modelos de herencia recesivo (OR=10,11) vy
codominante (OR=8,04) (Tabla 40). Ademas, se encontré un efecto de interaccion por
sexo con el SNP MTHFR_1298ACc de tal forma que el riesgo de AA hepaticos aumenta
de forma muy importante en varones portadores del genotipo C/C frente a los A/Ay A/C
(OR=9,56; valor p=0,046) en modelos de herencia recesivos, mientras que en las mujeres
no se observa ningun efecto de este polimorfismo (Tabla 41).

Los modelos multivariantes de asociacidon entre SNPs y AA hepaticos se controlaron por
edad en el momento del diagnostico, sexo, fumador actual, ingesta de alcohol (actual o
previo) y cafeina, dosis de prednisona, acido félico y MTX, via de administraciéon de MTX,
Mantoux y numero de FAMEs previos y de trastornos crénicos. Los resultados
confirmaron un aumento muy importante de la probabilidad de AA hepaticos en los
pacientes con genotipo G/G del polimorfismo ADA_534AGc, comparado con los A/A'y
A/G, en los modelos de herencia recesivo (OR=19,62) y codominante (OR=15,94) (Tabla
40). También confirmaron el efecto de interaccién entre el MTHFR_1298ACc y el sexo,
por el que los varones (pero no las mujeres) con genotipo C/C tienen un riesgo
incrementado de AA hepaticos, que se mantiene en el modelo genético aditivo (OR=8,34;
p=0,003).



Tabla 40. SNPs y toxicidad hepatica: andlisis bivariante y multivariante

SNP y Modelo Genotipo Sin toxicidad Toxicidad hepatica Bivariante Multivariante
ABCBL343SCTc
c/C 73 (26,6%) 7 (25,9%) 1 1
Codominante c/T 142 (51,8%) 17 (63%) 1,25 (0,50-3,15) 0,35 1,06 (0,38-2,92) 0,56
T/T 59 (21,5%) 3(11,1%) 0,53 (0,13-2,14) 0,53 (0,12-2,33)
Dominante c/c 73 (26,6%) 7(25,9%) 1 0,94 1 0,84
C/T-T/T 201 (73,4%) 20 (74,1%) 1,04 (0,42-2,56) ’ 0,90 (0,34-2,42) ’
S, Cc/c-C/T 215 (78,5%) 24 (88,9%) 1 0.17 1 0.29
T/T 59 (51,8%) 3(11,1%) 0,46 (0,13-1,57) 0,51 (0,14-1,89)
Sobredominante C/CTT 132 (48,2%) 10(37%) ! 0,27 ! 0,52
c/T 142 (51,8%) 17 (63%) 1,58 (0,70-3,57) 1,34 (0,55-3,28)
Log aditivo 0,81 (0,45-1,45) 0,48 0,78 (0,41-1,51) 0,47

AMPD1_34CTC ___ ontcx ovlcx

210 (76,6%)

24 (88,9%)

Codominante C/T 62 (76,6%) 3(11,1%) 0,42 (0,12-1,45) 0,27 0,40 (0,11-1,47) 0,29
/T 2 (0,7%) 0 (0%) 0,00 (0,00-NA) 0,00 (0,00-NA)
Dominante c/C 210 (76,6%) 24 (88,9%) 1 012 1 012
C/T-T/T 64 (23,4%) 3(11,1%) 0,41 (0,12-1,41) ' 0,39 (0,11-1,44) '
_ c/c-C/T 272 (99,3%) 27 (100%) 1 1
Recesivo 0,54 0,66
/T 2 (0,7%) 0 (0%) 0,00 (0,00-NA) 0,00 (0,00-NA)
C/C-T/T 212 (77,4% 24 (88,9% 1 1
Sobredominante /1] ( ‘) ( ‘) 0,14 0,13
c/T 62 (22,6%) 3(11,1%) 0,43 (0,12-1,47) 0,40 (0,11-1,47)
Log aditivo 0,41 (0,12-1,39) 0,11 0,39 (0,11-1,43) 0,12

Modelos ajustados: edad en el momento del diagndstico, sexo, fumador actual, consumo de alcohol (actual o previo) y café, dosis de prednisona, acido félico y MTX, via
de administracion de MTX, Mantoux y el nimero de FAME previos y de trastornos cronicos.
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Tabla 40. SNPs y toxicidad hepatica: analisis bivariante y multivariante (cont.)

SNP y Modelo Sin toxicidad Toxicidad hepatica

Multivariante

meASacAc OR (1C95%) OR (1C95%)

c/C 232 (84,7%) 26 (96,3%) 1 1

Codominante C/A 40 (14,6%) 1(3,7%) 0,22 (0,03-1,69) 0,16 0,20 (0,02-1,66) 0,16
A/A 2 (0,7%) 0 (0%) 0,00 (0,00-NA) 0,00 (0,00-NA)

_ c/C 232 (84,7%) 26 (96,3%)

Dominante 0,058 0,058
C/A-A/A 42 (15,3%) 1(3,7%) 0,21 (0,03-1,61) 0,19 (0,02-1,59)

Recesive C/C-C/A 272 (99,3%) 27 (100%) 1 054 1 060
A/A 2 (0,7%) 0 (0%) 0,00 (0,00-NA) ’ 0,00 (0,00-NA) ’
C/C-A/A 234 (85,4% 26 (96,3%

Sobredominante ( ) ( ‘) 0,071 0,068
C/A 40 (14,6%) 1(3,7%) 0,23 (0,03-1,71) 0,20 (0,02-1,67)

Log aditivo 0,22 (0,03-1,61) 0,056 0,20 (0,02-1,60) 0,056

MTHFR_677CTc | |
c/C

I OR (IC95%) OR (IC95%)
1 1

109 (39,8%) 15 (55,6%)
Codominante C/T 124 (45,3%) 8(29,6%) 0,47 (0,19-1,15) 0,24 0,41 (0,15-1,09) 0,19
T/T 41 (15%) 4 (14,8%) 0,71 (0,22-2,26) 0,70 (0,20-2,41)
Dominant c/C 109 (39,8%) 15 (55,6%) 1 012 0.094
ominante , ,
C/T-T/T 165 (60,2%) 12 (44,4%) 0,53 (0,24-1,17) 0,48 (0,20-1,14)
5 ) C/C-C/T 233 (85%) 23 (85,2%) 1 e 1 QR
ecesivo ) )
T/T 41 (15%) 4 (14,8%) 0,99 (0,32-3,01) 1,02 (0,31-3,35)
) C/C-T/T 150 (54,7%) 19 (70,4%) 1
Sobredominante 0,11 0,082
C/T 124 (45,3%) 8(29,6%) 0,51 (0,22-1,20) 0,45 (0,18-1,14)
Log aditivo 0,71 (0,39-1,19) 0,25 0,69 (0,36-1,30) 0,24

Modelos ajustados: edad en el momento del diagnostico, sexo, fumador actual, consumo de alcohol (actual o previo) y café, dosis de prednisona, acido félico y MTX, via
de administracién de MTX, Mantoux y el nimero de FAME previos y de trastornos cronicos.

108



Tabla 40. SNPs y toxicidad hepatica: analisis bivariante y multivariante (cont.)

SNP y Modelo Genotipo Sin toxicidad Toxicidad hepatica Bivariante Multivariante

MTHFR_1208ACc |
A/A 142 (51,8%) 11 (40,7%) 1 1

Codominante A/C 112 (40,9%) 14 (51,9%) 1,61 (0,71-3,69) 0,52 2,12 (0,83-5,44) 0,24
c/C 20(7,3%) 2 (7,4%) 1,29 (0,27-6,25) 2,65 (0,44-15,90)

Dominante A/ 142 (51,8%) 11(40,7%) ! 0,27 0,093
A/C—C/C 132 (48,2%) 16 (59,3%) 1,56 (0,70-3,49) 2,17 (0,86-5,46)

. A/A-C/C 254 (92,7%) 25 (92,6%) 1 0,98 1 0.54
c/C 20(7,3%) 2 (7,4%) 1,02 (0,2-4,60) 1,72 (0,32-9,29)

Sobredominante A/A=C/C 162 (59,1%) 13 (48,1%) ! 0,27 1 0,17
A/C 112 (40,9%) 14 (51,9%) 1,56 (0,71-3,44) 1,85 (0,76-4,48)

Log aditivo 1,32 (0,72-2,42) 0,38 1,83 (0,88-3,77) 0,10

GGH_16TCe ___ oucey ouicey

141 (51,5%)

13 (48,1%)

Codominante T/C 108 (39,4%) 11 (40,7%) 1,10 (0,48-2,56) 0,92 1,20 (0,49-2,95) 0,85
c/C 25 (9,1%) 3 (11,1%) 1,30 (0,35-4,90) 0,81 (0,17-3,73)

Dominante T/T 141 (51,5%) 13 (48,1%) 1 074 1 0.81
T/C—C/C 133 (48,5%) 14 (51,9%) 1,14 (0,52-2,52) 1,11 (0,47-2,62)

Recesivo T/T-T/C 249 (90,9%) 24 (88,9%) 1 0.74 1 0,68
c/C 25 (9,1%) 3(11,1%) 1,24 (0,35-4,43) 0,74 (0,17-3,20)

Sobredominante T/T-C/C 166 (60,6%) 16 (59,3%) 1 0,89 1 061
T/C 108 (39,4%) 11 (40,7%) 1,06 (0,47-2,36) 1,25 (0,53-2,95)

Log aditivo 1,13 (0,62-2,04) 0,69 1,00 (0,53-1,89) 1

Modelos ajustados: edad en el momento del diagnéstico, sexo, fumador actual, consumo de alcohol (actual o previo) y café, dosis de prednisona, acido folico y MTX, via
de administraciéon de MTX, Mantoux y el nimero de FAME previos y de trastornos crénicos.
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Tabla 40. SNPs y toxicidad hepatica: analisis bivariante y multivariante (cont.)

SNP y Modelo Toxicidad hepitica Multivariante
S N OR (1C95%) OR (1C95%)
A/A

193 (70,7%) 20 (74,1%) 1 1

Codominante A/G 74 (27,1%) 2 (7,4%) 0,26 (0,06-1,14) 0,0005 0,28 (0,06-1,39) 0,0000
G/G 6(2,2%) 5(18,5%) 8,04 (2,25-28,72) 15,94 (3,67-69,26)

Dominante A/A 193 (70,7%) 20 (74,1%) 1 071 1 0.84
A/G-G/G 80 (29,3%) 7 (25,9%) 0,84 (0,34-2,08) 1,10 (0,42-2,93)
Recesivo A/A-G/G 267 (97,8%) 22 (81,5%) 1

0,001 0,0000
G/G 6(2,2%) 5(18,5%) 10,11 (2,86-35,80) 19,62 (4,54-84,81)
Sobredominante A/A-G/G 199 (72,9%) 25 (92,6%) 1

A/G 6 (2,2%) 2 (7,4%) 0,22 (0,05-0,93) 0,012 0,23 (0,05-1,08) 0,027

Log aditivo 1,48 (0,77-2,86) 0,25 1,97 (0,96-4,02) 0,073

| FPGS25726Ac | | OR(IC95%) Valorp ____ OR(IC95%) | Valorp

G/G 89 (32,5%) 7 (25,9%) 1 1

Codominante G/A 133 (48,5%) 16 (59,3%) 1,53 (0,60-3,87) 0,57 1,79 (0,66-4,89) 0,5
A/A 52 (19%) 4 (14,8%) 0,98 (0,27-3,50) 1,40 (0,34-5,69)

Dominante G/G 89 (32,5%) 7 (25,9%) 1 0,48 1 0.27
G/A-A/A 185 (67,5%) 20 (74,1%) 1,37 (0,56-3,37) 1,71 (0,64-4,54)

Recesivo G/G-G/A 222 (81%) 23 (85,2%) 1 0.59 1 0.92
A/A 52 (19%) 4 (14%) 0,74 (0,25-2,24) 0,94 (0,28-3,14)

Sobredominante G/G-A/A 141 (51,5%) 11 (40,7%) 1 0.29 1 0.28
G/A 133 (48,5%) 16 (59,3%) 1,54 (0,69-3,44) 1,60 (0,68-3,78)

Log aditivo 1,05 (0,60-1,85) 0,87 1,26 (0,67-2,38) 0,48

Modelos ajustados: edad en el momento del diagndstico, sexo, fumador actual, consumo de alcohol (actual o previo) y café, dosis de prednisona, acido félico y MTX, via
de administracién de MTX, Mantoux y el nimero de FAME previos y de trastornos cronicos.
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Tabla 41. SNPs y toxicidad hepatica: interaccién por sexo

Varones Mujeres

Modelo Genotipo

MTHFR_1298ACc

Bivariante

Multivariante

Bivariante

Multivariante

Codominante

Dominante

Recesivo

Sobredominante

Log aditivo

A/A
A/C
c/c
A/A
A/C-C/C
A/A-C/C
c/c
A/A-C/C
A/C

OR (IC 95%)
1
1,22 (0,31-4,88)
10,40 (1,19-90,56)
1
1,73 (0,49-6,11)
1
9,56 (1,20-76,24)
1
0,91 (0,25-3,33)
2,26 (0,81-6,26)

112

OR (IC 95%)

1

3,37 (0,55-20,53)

928,3 (2,74-NA)
1

4,93 (0,94-25,91)
1

410,3 (1,81-NA)
1

1,55 (0,34-7,17)

8,34 (1,79-38,85)

OR (IC 95%)

1

1,92 (0,67-5,53)

0,00 (0,00-NA)
1

1,56 (0,55-4,47)
1

0,00 (0,00-NA)
1

2,31 (0,80-6,62)

1,03 (0,47-2,27)

OR (IC 95%)
1
2,83 (0,82-9,73)
0,00 (0,00-NA)
1
2,35 (0,69-8,04)
1
0,00 (0,00-NA)
1
3,26 (0,95-11,21)
1,38 (0,56-3,42)



8.5.3.4 Acontecimientos adversos hematoldgicos

Los pacientes portadores del alelo mutado (genotipos C/T y T/T) del SNP
ABCB1_3435CTc tuvieron menor frecuencia de AA hematoldgicos que los homocigotos
del alelo nativo (genotipo CC) en el analisis bivariante, segun el modelo de herencia
dominante (OR=0,29), efecto que se mantiene en el modelo aditivo (OR=0,30) (Tabla
42). También se observé un efecto de interaccidn de este SNP con el sexo, de forma que
las mujeres, pero no los hombres, con el alelo T tuvieron una menor probabilidad de
presentar toxicidad hematoldgica con cualquier modelo genético, efecto que se
mantiene en el modelo aditivo (OR=0,18) ( ).

La asociacion observada del alelo T del SNP ABCB1_3435CTc con menor frecuencia de
aparicién AA hematoldgicos, se confirmo en el andlisis multivariante, segiin un modelo
de herencia aditivo (OR=0,21), controlando el efecto de la edad en el momento del
diagnéstico, el sexo, el tabaquismo actual, el café, el alcohol, el nimero de trastornos
croénicos, el nimero de FAMEs, las dosis de prednisona, acfol y MTX y la via de
administracion de MTX (Tabla 42).

Como se comento en el bivariante, este efecto se produce especialmente a expensas de
las mujeres, debido a un efecto de interaccion entre este polimorfismo y el sexo que se
mantiene en el multivariante, con un OR ajustado de 0,06 en mujeres (Tabla 43).



Tabla 42. SNPs y toxicidad hematoldgica: analisis bivariante y multivariante

SNP y Modelo Genotipo Sin toxicidad Toxicidad hematoldgica Bivariante Multivariante
ABCB3a3sCe | OR(IC35%) \Valorp | OR(IC35%) Valorp
c/C 72 (25,2%) 8(53,3%) 1 1
Codominante C/T 152 (53,1%) 7 (46,7%) 0,41 (0,14-1,19) 0,0075 0,30 (0,07-1,34) 0,027
T/T 62 (21,7%) 0 (0%) 0,00 (0,00-NA) 0,00 (0,00-NA)
Dominante c/C 72 (25,2%) 8 (53,3%) 1
C/T-T/T 214 (74,8%) 7 (46,7%) 0,29 (0,10-0,84) 0,024 0,23 (0,05-1,04) 0,06
Recesivo Cc/Cc-C/T 224 (78,3%) 15 (100%) 1 1
/T 62 (21,7%) 0 (0%) 0,00 (0,00-NA) ok 0,00 (0,00-NA) o
Sobredominante C/C-T/T 134 (46,9%) 8 (53,3%) 1 0.62 1 0,64
c/T 152 (53,1%) 7(46,7%)  0,77(0,27-2,18) 0,72 (0,18-2,86)
Log aditivo 0,30 (0,12-0 74) 0,005 0,21 (0,06-0 81) 0,014
__—
222 (77,6%) 12 (80%)
Codominante C/T 62 (21,7%) 3 (20%) 0,90 (0,24—3,27) 0,89 1,42 (0,29—6,97) 0,90
/T 2(0,7%) 0 (0%) 0,00 (0,00-NA) 0,00 (0,00-NA)
Dominante c/C 222 (77,6%) 12 (80%) 1 0.83 1 0.68
C/T-T/T 64 (22,4%) 3(20%) 0,87 (0,24-3,17) 1,41 (0,29-6,92)
Recesivo C/C-C/T 284 (99,3%) 15 (100%) 1 0.65 1 0.88
T 2(0,7%) 0 (0%) 0,00 (0,00-NA) 0,00 (0,00-NA)
Sobredominante C/C-T/T 224 (78,3%) 12 (80%) 1 0.8 1 0.67
C/T 62 (21,7%) 3 (20%) 0,90 (0,25-3,30) 1,42 (0,29-6,99) ’
Log aditivo 0,84 (0,24-2,96) 0,79 1,39 (0,29-6,66) 0,69

Modelos ajustados por edad en el momento del diagndstico, sexo, fumador actual, consumo de alcohol (actual o previo) y café, dosis de prednisona, acido folico y
MTX, via de administracion de MTX, Mantoux y el nimero de FAME previos y de trastornos crénicos.
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Tabla 42. SNPs y toxicidad hematolégica: andlisis bivariante y multivariante (cont.)

SNP y Modelo
PAsacAc | | | OR(CI5% \Valorp ___ OR(ICI5%) Valorp_
c/C 246 (86%) 12 (80%) 1 1
Codominante C/A 38 (13,3%) 3 (20%) 1,62 (0,44-6,00) 0,71 1,27 (0,22-7,40) 0,95
A/A 2 (0,7%) 0 (0%) 0,00 (0,00-NA) 0,00 (0,00-NA)
Dominante c/C 246 (86%) 12 (80%) 1 0.54 1 0.81
C/A-A/A 40 (14%) 3 (20%) 1,54 (0,42-5,69) 1,24 (0,21-7,16)
Recesivo C/C-C/A 284 (99,3%) 15 (100%) 1 0,65 1 0.83
A/A 2 (0,7%) 0 (0%) 0,00 (0,00-NA) 0,00 (0,00-NA)
Sobredominante C/C-A/A 248 (86,7%) 12 (80%) 1 0.48 1 0,80
C/A 38 (13,3%) 3(20%) 1,63 (0,44-6,05) 1,26 (0,22-7,42)
Log aditivo 1,39 (0,41-4 74) 0,61 1,20 (0,22-6 58) 0,83
__—
118 (41,3%) 6 (60%)
Codominante C/T 126 (44,1%) 6 (40%) 0,94 (0,29—2,98) 0,86 1,41 (0,32—6,24) 0,90
il 42 (14,7%) 3(20%) 1,40 (0,34-5,87) 1,23 (0,20-7,44)
Dominante c/C 118 (41,3%) 6 (40%) 1 0,92 1 0.67
C/T-T/T 168 (58,7%) 9 (60%) 1,05 (0,37-3,04) 1,34 (0,34-5,25)
Recesivo C/C-C/T 244 (85,3%) 12 (80%) 1 0.59 1 0,96
/T 42 (14,7%) 3(20%) 1,45 (0,39-5,37) 1,04 (0,21-5,25)
Sobredominante C/C-T/T 160 (55,9%) 9 (60%) 1 0.76 1 0.70
C/T 126 (44,1%) 6 (40%) 0,85 (0,29-2,44) 1,31 (0,34-5,00)
Log aditivo 1,14 (0,55-2,36) 0,73 1,14 (0,48-2,69) 0,76

Modelos ajustados por edad en el momento del diagndstico, sexo, fumador actual, consumo de alcohol (actual o previo) y café, dosis de prednisona, acido folico y
MTX, via de administracion de MTX, Mantoux y el nimero de FAME previos y de trastornos cronicos.
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Tabla 42. SNPs y toxicidad hematoldgica: analisis bivariante y multivariante (cont.)

SNP y Modelo

MTHFR_1298ACc | |

Codominante

Dominante

Recesivo

Sobredominante

Log aditivo

Genotipo

A/A
A/C
c/C
A/A
A/C-C/C
A/A-C/C
c/C
A/A-C/C
A/C

144 (50,4%)
121 (42,3%)
21 (7,3%)
144 (50,4%)
142 (49,6%)
265 (92,7%)
21 (7,3%)
165 (57,7%)
21 (42,3%)

Sin toxicidad | Toxicidad hematologica

9 (60%)

5 (33,3%)
1(6,7%)

9 (60%)

6 (40%)

14 (93,3%)
1(6,7%)
10 (66,7%)
5(33,3%)

0,66 (0,22-2,03)
0,76 (0,09-6,32)
1
0,68 (0,23-1,95)
1
0,90 (0,11-7,19)
1
0,68 (0,23-2,05)
0,76 (0,31-1,82)

Bivariante

nicey oucey

0,76

0,46

0,92

0,49

0,53

Multivariante

1,55 (0,35-6,86)
4,87 (0,32-73,95)
1

1,79 (0,44-7,36)
1

4,00 (0,30-53,37)
1

1,32 (0,32-5,49)
1,87 (0,58-5,99)

0,53

0,42

0,33

0,70

0,29

GGH_16TCc __— ouicx OR (1C95%)

Codominante

Dominante

Recesivo

Sobredominante

Log aditivo

T/ C
c/c
/T
T/C—C/C
T/T-T/C
c/c
T/T-C/C
T/C

14 (50%)
115 (40,2%)
28 (9,8%)
143 (50%)
143 (50%)
258 (90,2%)
28 (9,8%)
171 (59,8%)
115 (40,2%)

11 (73,3%)
4 (26,7%)
0 (0,0%)
11 (73,3%)
4 (26,7%)
15 (100%)
0 (0%)

11 (73,3%)
4 (26,7%)

0,45 (0, 14—1,46)
0,00 (0,00-NA)

0,36 (0,11-1,17)

0,00 (0,00-NA)
1

0,54 (0,17-1,74)
0,37 (0,13-1,07)

0,084

0,072

0,083

0,28

0,04

1,00
0,59 (0,14-2,50)
0,00 (0,00-NA)
1,00

0,43 (0,10-1,82)
1,00

0,00 (0,00-NA)
1,00

0,68 (0,16-2,94)
0,39 (0,11-1,40)

0,15

0,24

0,074

0,60

0,13

Modelos ajustados por edad en el momento del diagndstico, sexo, fumador actual, consumo de alcohol (actual o previo) y café, dosis de prednisona, acido folico y
MTX, via de administraciéon de MTX, Mantoux y el nimero de FAME previos y de trastornos crénicos.
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Tabla 42. SNPs y toxicidad hematolégica: andlisis bivariante y multivariante (cont.)

Sin toxicidad | Toxicidad hematoldgica Multivariante
. OR(cos%) OR (1C95%)

SNP y Modelo

ADA_534AGc |

A/A 203 (71,2%) 10 (66,7%) 1,00 s
Codominante A/G 72 (25,3%) 4 (26,7%) 1,13 (0,34-3,71) 0,83 1,93 (0,43-8,66) ’
G/G 10 (3,5%) 1(6,7%) 2,03 (0,41-3,73) 0,94 (0,06-14,94)
Dominante A/A 203 (71,2%) 10 (66,7%) 1 071 1,00 0.4
A/G-G/G 82 (28,8%) 5(33,3%) 1,24 (0,41-3,73) 1,67 (0,41-6,78)
Recesivo A/A-G/G 275 (96,5%) 14 (93,3%) 1 0,57 1,00 0.86
G/G 10 (3,5%) 1(6,7%) 1,96 (0,23-16,44) 0,78 (0,05-11,38)
Sobredominante A/A-G/G 213 (74,7%) 11 (73,3%) 1 0,90 1,00 0.38
A/C 72 (25,3%) 4(26,7%) 1,08 (0,33-3,48) 1,94 (0,44-8,53)
Log aditivo 1,27 (0 53-3,09) 0,60 1,28 (0 45-3,60) 0,65
__—
92 (32,2%) 4(26,7%) 1,00
Codominante G/A 141 (49,3%) 8 (53,3%) 1,30 (0,38—4,46) 0,9 1,77 (0,35-8,88) 0,66
A/A 53 (18,5%) 3 (20%) 1,30 (0,28-6,04) 0,91 (0,09-9,46)
Dominante G/G 92 (32,2%) 4 (26,7%) 1 0.65 1,00 0.55
G/A-A/A 194 (67,8%) 11 (73,3%) 1,30 (0,40-4,21) 1,61 (0,32-7,97)
Recesivo G/G-G/A 233 (81,5%) 12 (80%) 1 0.89 1,00 057
A/A 53 (18,5%) 3 (20%) 1,10 (0,30-4,03) 0,58 (0,08-4,05)
Sobredominante G/G-A/A 145 (50,7%) 7 (46,7%) 1 0.76 1,00 0.36
G/A 141 (49,3%) 8(53,3%) 1,18 (0,42-3,33) 1,84 (0,48-6,96)
Log aditivo 1,15 (0,55-2,41) 0,71 1,04 (0,37-2,95) 0,94

Modelos ajustados por edad en el momento del diagndstico, sexo, fumador actual, consumo de alcohol (actual o previo) y café, dosis de prednisona, acido folico y
MTX, via de administracion de MTX, Mantoux y el nimero de FAME previos y de trastornos crénicos.
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Tabla 43. SNPs y toxicidad hematoldgica: interaccién por sexo

Modelo

ABCB1_3435CTc

Codominante

Dominante

Recesivo

Sobredominante

Log aditivo

Genotipo

c/c
c/T
T/T
c/c
C/T-T/T
c/c—¢/T
T/T
c/C-T/T
c/T

Bivariante
OR (IC 95%)
1
NA (0,00-NA)
1 (0,00-NA)
1
NA (0,00-NA)
1
0,00 (0,00-NA)
1
NA (0,00-NA)
1,04 (0,21-5,25)

Varones

118

Multivariante
OR (IC 95%)
1
NA (0,00-NA)
8,42 (0,00-NA)
1
NA (0,00-NA)
1
0,00 (0,00-NA)
1
NA (0,00-NA)
2,33 (0,18-29,6)

Bivariante
OR (IC 95%)
1
0,22 (0,06-0,76)
0,00 (0,00-NA)
1
0,16 (0,05-0,55)
1
0,00 (0,00-NA)
1
0,40 (0,12-1,36)
0,18 (0,06-0,58)

Multivariante
OR (IC 95%)
1
0,07 (0,01-0,54)
0,00 (0,00-NA)
1
0,05 (0,01-0,44)
1
0,00 (0,00-NA)
1
0,18 (0,03-1,11)
0,06 (0,01-0,45)




8.5.3.5 Alopecia

En el analisis bivariante, los pacientes con el alelo G (mutado) del SNP ADA_534AGc
tuvieron menor probabilidad de desarrollar alopecia, segun los modelos dominante
(OR=0,19), codominante (OR=0,21), sobredominante (OR=0,23) y aditivo (OR=0,20).
Por el contrario, el genotipo A/C del SNP MTHFR_1298ACc se asocié con mayor
probabilidad de alopecia, segun los modelos genéticos codominante (OR=2,64),
dominante (OR=2,51) y sobredominante (OR=2,40) (Tabla 44).

En el analisis multivariante para la alopecia, controlando el efecto de los polimorfismos
por la edad en el momento del diagnostico, el sexo, fumador actual, consumo de
alcohol (actual o previo) y café, las dosis de prednisona, acido foélico y MTX, la
via de administracion de MTX, el Mantoux y el nimero de FAMEs previos y de
trastornos cronicos, se confirmd el efecto protector del alelo G del SNP
ADA_534AGc, segun un modelo de herencia dominante (OR=0,16) que se
mantuvo en el modelo aditivo (OR=0,18). También se mantuvo el incremento del
riesgo de alopecia asociado al genotipo AC del SNP MTHFR_1298ACc, segun los
modelos de herencia sobredominante (OR=2,99) y codominante (OR=3,46) (Tabla 44).

No se observo interaccién entre ninguno de los polimorfismos y el sexo en la aparicion
de alopecia, en el analisis bivariante ni en el multivariante.



Tabla 44. SNPs y alopecia: analisis bivariante y multivariante

SNP y Modelo

Sin alopecia Con alopecia
ABCB1 3435¢Tc | | OR (IC95% OR (IC95%
C/C 72 (26,2%) 8 (30,8%) 1 1
Codominante c/T 144 (52,4%) 15 (57,7%) 0,94 (0,38-2,31) 0,44 1,21 (0,43-3,44) 0,39
/T 59 (21,4%) 3 (11,5%) 0,46 (0,12-1,80) 0,48 (0,10-2,24)
Dominante i 72(26,2%) 8 (30,8%) 1 0,62 1 0,98
C/T-T/T 203 (73,8%) 18 (69,2%) 0,80 (0,33-1,91) ’ 0,99 (0,36-2,73) ’
, c/c-C/T 216 (78,5%) 23 (88,5%) 1 1
Recesivo 0,20 0,19
T/T 59 (21,4%) 3(11,5%) 0,48 (0,14-1,65) 0,42 (0,11-1,66)
C/C-T/T 131 (47,6% 11 (42,3% 1 1
Sobredominante /CT/ ( ‘) ( ) 0,60 0,33
C/T 144 (52,4%) 15 (57,7%) 1,24 (0,55-2,80) 1,58 (0,63-3,98)
Log aditivo 0,73 (0,40-1,33) 0,30 0,46

AMPDZ_34CTC ___ ovic= I

215 (78,2%)

19 (73,1%)

Codominante C/T 58 (21,1%) 7 (26,9%) 1,37 (0,55-3,41) 0,67 1,69 (0,57-5,07) 0,64
T/T 2 (0,7%) 0 (0%) 0,00 (0,00-NA) 0,00 (0,00-NA)
0, (o)
Dominante c/C 215 (78,2%) 19 (73,1%) 1 0,56 1 0,36
C/T-T/T 60 (21,8%) 7 (26,9%) 1,32 (0,53-3,29) 1,69 (0,56-5,06))
C/c-C/T 273 (99,39 26 (1007 1 1
Recesivo /e=¢/ ( %) ( %) 0,55 0,89
T/T 2 (0,7%) 0 (0%) 0,00 (0,00-NA) 0,00 (0,00-NA)
c/C-T/T 217 (78,9% 19 (73,1% 1 1
Sobredominante il ( ‘) ( ) 0,50 0,35
C/T 58 (21,1%) 7 (26,9%) 1,38 (0,55-3,44) 1,70 (0,57-5,07)
Log aditivo 1,24 (0,52-2,97) 0,63 1,68 (0,56-4,98) 0,36

Modelos ajustados por edad en el momento del diagndstico, sexo, fumador actual, consumo de alcohol (actual o previo) y café, dosis de prednisona,
acido folico y MTX, via de administracién de MTX, Mantoux y el nimero de FAME previos y de trastornos cronicos.
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Tabla 44. SNPs y alopecia: analisis bivariante y multivariante (cont.)

SNP y Modelo Sin alopecia Con alopecia Bivariante Multivariante
ITPA_94CAc || OR(ice5%) | OR (1C95%) | Valor
C/C 236 (85,8%) 22 (84,6%)
Codominante C/A 38 (13,8%) 3(11,5%) 0,85 (0,24-2,97) 0,30 0,77 (0,17-3,43) 0,60
A/A 1(0,4%) 1(3,8%) 10,7 (0,65-177,5) 4,87 (0,18-128,4)
C/C 236 (85,89 22 (84,69 1 1
Dominante / (85,8%) (84,6%) 0,87 0,97
C/A-A/A 39 (14,2%) 4 (15,4%) 1,10 (0,36-3,37) 0,98 (0,25-3,77)
. C/C-C/A 274 (99,6%) 25 (96,2%) 1 1
Recesivo 0,1 0,34
A/A 1(0,4%) 1(3,8%) 10,9 (0,67-180,6) 5,13 (0,20-133,1)
. C/C-A/A 237 (86,2%) 23 (88,5%) 1 1
Sobredominante 0,74 0,67
C/A 38 (13,8%) 3(11,5%) 0,81 (0,23-2,84) 0,73 (0,17-3,20)
Log aditivo 1,35 (0,51-3,56) 0,56 1,18 (0,38-3,70) 0,78
MTHER_677CTc ___ OR (IC95%) OR (1C95%)
111 (40,4%) 13 (50%) 1 1
Codominante C/T 121 (44%) 11 (42,3%) 0,78 (0,33-1,80) 0,42 0,63 (0,24-1,68)) 0,39
T/T 43 (15,6%) 2 (7,7%) 0,40 (0,09-1,83) 0,38 (0,07-1,96)
C/C 111 (40,49 13 (509 1 1
Dominante / ( ) i= /) 0,34 0,22
C/T-T/T 164 (59,6%) 13 (50%) 0,68 (0,30-1,51) 0,56 (0,23-1,41)
C/C-C/T 232 (84,49 24 (92,39 1 1
Recesivo i 2l 2 0,24 0,31
T/T 43 (15,6%) 2(7,7%) 0,45 (0,10-1,97) 0,46 (0,09-2,29)
C/C-T/T 154 (56% 15 (57,7% 1 1
Sobredominante il S ( ) 0,87 0,58
/T 121 (44%) 11 (42,3%) 0,93 (0,41-2,11) 0,77 (0,30-1,96)
Log aditivo 0,69 (0,37-1,26) 0,21 0,62 (0,31-1,25) 0,17

Modelos ajustados por edad en el momento del diagnodstico, sexo, fumador actual, consumo de alcohol (actual o previo) y café, dosis de prednisona,
acido foélico y MTX, via de administracion de MTX, Mantoux y el nimero de FAME previos y de trastornos crénicos.
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Tabla 44. SNPs y alopecia: analisis bivariante y multivariante (cont.)

SNP y Modelo Sin alopecia Con alopecia Bivariante Multivariante

I R OR (1C95% OR (1C95%

Codominante

Dominante

Recesivo

Sobredominante

Log aditivo

GGH_16TCe ___

Codominante

Dominante

Recesivo

Sobredominante

Log aditivo

A/A
A/C
c/C
A/A
A/C-C/C
A/A-C/C
c/c
A/A-C/C
A/C

T/C
c/c
/T
T/C~C/C
T/T-T/C
c/c
T/T-C/C
T/C

145 (52,7%)
110 (40%)
20 (7,3%)
145 (52,7%)
130 (47,3%)
255 (92,7%)
20 (7,3%)
165 (60%)
110 (40%)

139 (50,5%)
110 (40%)
26 (9,4%)
139 (50,5%)
136 (49,5%)
249 (90,5%)
26 (9,4%)
165 (60%)
110 (40%)

8 (30,8%)
16 (61,5%)
2(7,7%)

8 (30,8%)
18 (69,2%)
24 (92,3%)
2(7,7%)
10 (38,5%)
16 (61,5%)

15 (57,7%)
9 (34,6%)
2(7,7%)
15 (57,7%)
11 (42,3%)
24 (92,3%)
2(7,7%)
17 (65,4%)
9 (34,6%)

2,64 (1,09—6,38)
1,81 (0,36-9,14)
1
2,51 (1,06-5,97)
1
1,06 (0,23-4,82)

2,40 (1,05-5,48)
1,70 (0,93-3,13)

0,76 (0,32-1,80)
0,71 (0,15-3,30)
1
0,75 (0,33-1,69)
1
0,80 (0,18-3,57)
1
0,79 (0,34-1,85)
0,81 (0,42-1,53)

0,085

0,03

0,94

0,035

0,089

0,78

0,48

0,76

0,59

0,50

3,46 (1,18—10,10)
2,33 (0,35-15,40)
1

3,28 (1,15-9,35)
1

1,15 (0,20-6,57)

2,99 (1,10-8,07)
2,04 (0,96-4,35))

0,67 (0,25-1,77)
0,55 (0,09-3,45)
1
0,65 (0,26-1,63)
1
0,65 (0,11-3,93)
1
0,72 (0,28-1,87)

0,06

0,02

0,88

0,027

0,061

OR (1C95%) OR (1C95%)
1 1

0,64

0,35

0,63

0,5

0,35

Modelos ajustados por edad en el momento del diagndstico, sexo, fumador actual, consumo de alcohol (actual o previo) y café, dosis de prednisona,
acido foélico y MTX, via de administracion de MTX, Mantoux y el nimero de FAME previos y de trastornos crénicos.
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Tabla 44. SNPs y alopecia: analisis bivariante y multivariante (cont.)

SNP y Modelo

ADA_534AGc

Codominante

Dominante

Recesivo

Sobredominante

Log aditivo

FPGS_2572GAc ___

Codominante

Dominante

Recesivo

Sobredominante

Log aditivo

A/A
A/G
G/G
A/A
A/G-G/G
A/A-G/G
G/G
A/A-G/G
A/G

G/A
A/A
G/G
G/A-A/A
G/G-G/A
A/A
G/G-A/A
G/A

Sin alopecia

189 (69%)
74 (27%)
11 (4%)
189 (69%)
85 (31%)
263 (96%)
11 (4%)
200 (73%)
74 (27%)

85 (30,9%)
139 (50,5%)
51 (18,6%)
85 (30,9%)
190 (69,1%)
224 (81,5%)
51 (18,6%)
136 (49,5%)
139 (50,5%)

Con alopecia

I R OR (1C95% OR (IC95%

24 (92,3%)
2(7,7%)

0 (0%)

24 (92,3%)
2(7,7%)
26 (100%)
0 (0%)

24 (92,3%)
2(7,7%)

11 (42,3%)
10 (38,5%)

5 (19,2%)
11 (42,3%)
15 (57,7%)
21 (80,8%)

5 (19,2%)
16 (61,5%)
10 (38,5%)

0,21 (0,05-0,92)
0,00 (0,00-NA)

0,19 (0,04-0,80)

=

0,00 (0,00-NA)

0,23 (0,05-0,98)
0,20 (0,05-0,83)

0,56 (0,23-1,36)
0,76 (0,25-2,30)
1
0,61 (0,27-1,38)
1
1,05 (0,38-2,90)
1
0,61 (0,27-1,39)
0,80 (0,44-1,44)

Bivariante

0,015

0,0051

0,15

0,016

0,0041

0,9

0,65

0,89

0,76

0,71

0,21 (0,04-1,11)
0,00 (0,00-NA)
1

0,16 (0,03-0,84)
1

0,00 (0,00-NA)

0,23 (0,04-1,21)
0,18 (0,04-0,86)

0,58 (0,21-1,57)
0,72 (0,19-2,66)
1
0,61 (0,24-1,56)
1
0,98 (0,30-3,23)
1
0,65 (0,26-1,61)
0,78 (0,41-1,52)

Multivariante

0,023

0,01

0,081

0,047

0,0069

OR (1C95%) OR (1C95%)
1 1

0,56

0,31

0,97

0,34

0,47

Modelos ajustados por edad en el momento del diagndstico, sexo, fumador actual, consumo de alcohol (actual o previo) y café, dosis de prednisona,
acido foélico y MTX, via de administracion de MTX, Mantoux y el nimero de FAME previos y de trastornos crénicos.
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8.5.3.6 Toxicidad neuroldqgica

Se observé asociacion de AA de naturaleza neurolégica con varios polimorfismos (Tabla
45).

En el analisis bivariante, los homocigotos para el alelo mutado (genotipo C/C) del SNP
GGH_16TCc presentaron mayor frecuencia de sintomas neurologicos que los pacientes
con los genotipos T/T y T/C, segun los modelos de herencia recesivo (OR=3,37) y
codominante (OR=3,19). Por el contrario, el genotipo G/G del SNP ADA_534AGc se
asocié a menor frecuencia de AA neuroldgicos segun un modelo genético aditivo
(OR=0,48) que los genotipos A/Ay A/G.

En el analisis multivariante, se mantuvieron las mismas asociaciones. Los pacientes con
el genotipo C/C del SNP GGH_16TCc tuvieron sintomas neuroldégicos con mayor
frecuencia que los de los genotipos T/T y T/C, en los modelos recesivo (OR=4,01) y
codominante (OR=3,76). Respecto al SNP ADA_534AGc, los portadores del alelo G
(genotipos A/G y G/G) tuvieron menor frecuencia de este tipo de eventos, segun el
modelo genético dominante (OR=0,46), efecto que se mantuvo en el modelo aditivo
(OR=0,45). Estos efectos de ambos SNPs sobre la aparicién de sintomas neurologicos
son independientes de la edad en el momento del diagndstico, el sexo, consumo de
tabaco (actual), de alcohol (actual o previo) y cafeina, las dosis de prednisona, acido félico
y MTX, la via de administracion de MTX, el Mantoux y el nimero de FAME previos y de
trastornos crénicos.

No se observd interaccién entre ningun polimorfismo y el sexo para los sintomas
neurologicos



Tabla 45. SNPs y toxicidad neuroldgica: analisis bivariante y multivariante

SNP y Modelo Genotipo Sin toxicidad Toxicidad neuroldgica Bivariante Multivariante

Acerassscre | | ST ST

Codominante

Dominante

Recesivo

Sobredominante

Log aditivo

c/C
c/T
/T
c/c
c/T-T/T
c/c—C/T
/T
C/C=T/T
c/T

65 (26,4%)
133 (54,1%)
48 (19,5%)
65 (26,4%)
181 (73,6%)
198 (80,5%)
48 (19,5%)
113 (45,9%)
133 (54,1%)

15 (27,3%)
26 (47,3%)
14 (25,4%)
15 (27,3%)
40 (72,7%)
41 (74,5%)
14 (25,4%)
29 (52,7%)
26 (47,3%)

1,26 (0,56-2,86)
1
0,96 (0,50-1,85)
1
1,41 (0,71-2,79)
1
0,76 (0,42-1,37)
1,11 (0,73-1,71)

0,56

0,90

0,33

0,36

0,62

0,83 (0,39-1,78)
1,57 (0,65-3,77)
1
1,02 (0,50-2,06)
1
1,77 (0,85-3,68)
1
0,68 (0,36-1,28)
1,24 (0,78-1,97)

0,30

0,97

0,14

0,23

0,36

AMPD1_34CTC ___ ovlcx ovtcx

Codominante

Dominante

Recesivo

Sobredominante

Log aditivo

C/T
T/T
c/c
C/T-T/T
c/c-c/T
T/T
c/c-T/T
C/T

189 (76,8%)
55 (22,4%)
2 (0,8%)
189 (76,8%)
57 (23,2%)
244 (99,2%)
2 (0,8%)
191 (77,6%)
55 (22,4%)

45 (81,8%)
10 (18,2%)

0 (0%)
45 (81,8%)
10 (18,2%)
55 (100%)

0 (0%)
45 (81,8%)
10 (18,2%)

0,76 (0,36—1,61)
0,00 (0,00-NA)
1

0,74 (0,35-1,55)
1

0,00 (0,00-NA)
1

0,77 (0,37-1,63)
0,72 (0,35-1,49)

0,51

0,49

0,36

0,78 (0,35-1,75)
0,00 (0,00-NA)
1

0,75 (0,33-1,67)
1

0,00 (0,00-NA)
1

0,79 (0,35-1,77)
0,72 (0,33-1,58)

0,55

0,47

0,36

0,56

0,41

Modelos ajustados por edad en el momento del diagnostico, sexo, fumador actual, consumo de alcohol (actual o previo) y café, dosis de prednisona,
acido folico y MTX, via de administracién de MTX, Mantoux y el nimero de FAME previos y de trastornos crénicos.
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Tabla 45. SNPs y toxicidad neurolégica: analisis bivariante y multivariante (cont.)

SNP y Modelo Sin toxicidad Bivariante Multivariante

ITPA_94CAc

Genotipo Toxicidad neuroldgica

I e O - =T el

c/C 214 (87%) 44 (80%)

0,33
Codominante C/A 31(12,6%) 10 (18,2%) 1,57 (0,72-3,43) 1,54 (0,66—3,60) 0,52
A/A 1(0,4%) 1(1,8%) 4,86 (0,30-79,25) 2,90 (0,12-68,97)
Sominant c/C 214 (87%) 44 (80%) 1 0,20 1 028
ominante ,
C/A-A/A 32 (13%) 11 (20%) 1,67 (0,78-3,57) 1,59 (0,70-3,64)
fecesi c/C—C/A 245 (99,6%) 54 (98,2%) 1 0,31 1 055
ecesivo |
A/A 1(0,4%) 1(1,8%) 4,54 (0,28-73,68) 2,65 (0,11-61,95)
Sobredominant C/C-A/A 215 (87,4%) 45 (81,8%) 1 0,29 1 034
obredominante ,
C/A 31(12,6%) 10 (18,2%) 1,54 (0,71-3,37) 1,52 (0,65-3,54)
Log aditivo 1,69 (0,84-3,39) 0,15 1,57 (0,73-3,38) 0,25

MTHFR_677CTc __— iy Quicey

101 (41,1%) 23 (41,8%)

. C/T 109 (44,3%) 23 (41,8%) 0,93 (0,49-1,75) 0,92 0,99 (0,50-1,97) 1
Codominante
) (Y ,+/0 ) ) ) ) ’ 4,
T/T 36 (14,6%) 9 (16,4%) 1,10 (0,46-2,59) 0,98 (0,39-2,45)
Dominante c/C 101 (41,1%) 23 (41,8%) 1 092 1 097
C/T-T/T 145 (58,9%) 32(58,2%) 0,97 (0,54-1,75) ’ 0,99 (0,52-1,87) ’
e c/C-C/T 210 (85,4%) 46 (83,6%) 1 0o 1 Q68
T/T 36 (14,6%) 9 (16,4%) 1,14 (0,51-2,53) ’ 0,99 (0,42-2,31) ’
C/C-T/T 160 (55,9% 9 (60% 1 1
Sobredominante /CT/ ( ‘) (60%) 0,74 0,99
C/T 109 (44,3%) 23 (41,8%) 0,90 (0,50-1,63) 1(0,53-1,89)

Log aditivo

1,02 (0,67-1,55)

0,93

0,62 (0,31-1,25)

0,97

Modelos ajustados por edad en el momento del diagndstico, sexo, fumador actual, consumo de alcohol (actual o previo) y café, dosis de prednisona,
acido félico y MTX, via de administracion de MTX, Mantoux y el nUmero de FAME previos y de trastornos crénicos.
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Tabla 45. SNPs y toxicidad neurolégica: analisis bivariante y multivariante (cont.)

Multivariante

SNP y Modelo Sin toxicidad Toxicidad neuroldgica
MTHFR1208ACe | OR(C%%) OR (1C95%) _Valor p

Bivariante

A/A 124 (50,4%) 29 (52,7%) 1 1
. A/C 104 (42,3%) 22 (40%) 0,90 (0,49-1,67) 0,95 0,87 (0,44-1,70) 0,92
Codominante
c/C 18 (7,3%) 4(7,3%) 0,95 (0,30-3,02) 0,95 (0,27-3,33)
Dominante A/A 124 (50,4%) 29 (52,7%) 1 0.76 1 0.69
A/C-C/C 122 (49,6%) 26 (47,3%) 0,91 (0,51-1,64) ’ 0,88 (0,46-1,68) ’
. A/A -C/C 228 (92,7%) 51 (92,7%) 1 58 1 Q8
c/C 18 (7,3%) 4 (7,3%) 0,99 (0,32-3,06) ’ 1,01 (0,30-3,42) ’
A/A-C/C 142 (57,7% 33 (60% 1 1
Sobredominante /A=C/ ( ‘) (60%) 0,76 0,68
A/C 104 (42,3%) 22 (40%) 0,91 (0,50-1,65) 0,87 (0,45-1,68)
Log aditivo 0,94 (0,59-1,51) 0,80 0,92 (0,55-1,55) 0,76

GGH_16TCc ___ ouicey OR (1C95%)

Codominante

Dominante

Recesivo

Sobredominante

Log aditivo

T/C
c/c
/T
T/C~C/C
T/T-T/C
c/c
T/T-C/C
T/C

128 (52%)
101 (41,1%)
17 (6,9%)
128 (52%)
118 (48%)
229 (93,1%)
17 (6,9%)
145 (58,9%)
101 (41,1%)

26 (47,3%)
18 (32,7%)
11 (20%)
26 (47,3%)
29 (52,7%)
44 (80%)
11 (20%)
37 (67,3%)
18 (32,7%)

0,88 (0,46-1,69)
3,19 (1,34-7,59)

1
1,21 (0,67-2,17)

3,37 (1,48-7,68)

1
0,70 (0,38-1,30)
1,49 (0,97-2,29)

0,021

0,50

0,0058

0,25

0,072

1,00
0,87 (0,43-1,74)
3,76 (1,40-10,10)
1,00

1,20 (0,64-2,26)
1,00

4,01 (1,57-10,25)
1,00

0,67 (0,35-1,29)
1,54 (0,96-2,47)

0,017

0,56

0,0047

0,23

0,075

Modelos ajustados por edad en el momento del diagnéstico, sexo, fumador actual, consumo de alcohol (actual o previo) y café, dosis de prednisona,
acido félico y MTX, via de administracion de MTX, Mantoux y el nUmero de FAME previos y de trastornos crénicos.
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Tabla 45. SNPs y toxicidad neuroldgica: analisis bivariante y multivariante (cont.)

Bivariante Multivariante

OR (1C95%) OR (1C95%)

SNP y Modelo

Genotipo Sin toxicidad

Toxicidad neuroldgica
ADA_534AGc

A/A 168 (68,6%) 45 (81,8%) 1 1,00
Codominante A/G 66 (26,9%) 10 (18,2%) 0,57 (0,27-1,19) 0,03 0,52 (0,24-1,16) 0,043
G/G 11 (4,5%) 0 (0%) 0,00 (0,00-NA) 0,00 (0,00-NA)
Dorminante A/A 168 (68,6%) 45 (81,8%) 0002 1,00 0.081
A/G-G/G 77 (31,4%) 10 (18,2%) 0,48 (0,23-1,01) ! 0,46 (0,21-1,00) ’
_ A/A-G/G 234 (95,5%) 55 (100%) 1,00
Recesivo 0,033 0,081
G/G 11 (4,5%) 0 (0%) 0,00 (0,00-NA) 0,00 (0,00-NA)
A/A-G/G 179 (73,1% 45 (81,8% 1 1,00
Sobredominante /A=G/ ( ‘) ( ) X 0,13
A/G 66 (26,9%) 10 (18,2%) 0,60 (0,29-1,26) 0,55 (0,25-1,22)
Log aditivo 0,48 (0,24-0,94) 0,019 0,45 (0,22-0,95) 0,022

FPGS_2572GAc ___ uicey OR (1C95%)

Codominante

Dominante

Recesivo

Sobredominante

Log aditivo

G/A
A/A
G/G
G/A-A/A

G/G-G/A

A/A
G/G-A/A
G/A

74 (30,1%)
124 (50,4%)
48 (19,5%)
74 (30,1%)
172 (69,9%)
198 (80,5%)
48 (19,5%)
122 (49,6%)
124 (50,4%)

22 (40%)
25 (45,5%)
8 (14,6%)
22 (40%)
33 (60%)
47 (85,5%)
8 (14,6%)
30 (54,5%)
25 (45,5%)

0,68 (0,36-1,29)
0,56 (0,23-1,36)
1
0,65 (0,35-1,18)
1
0,70 (0,31-1,58)
1
0,82 (0,46-1,47)
0,73 (0,48-1,12)

0,34

0,16

0,38

0,5

0,15

1,00
0,73 (0,37-1,44)
0,55 (0,21-1,44)

1,00
0,68 (0,35-1,30)

1,00
0,67 (0,28-1,60)

1,00
0,88 (0,47-1,64)
0,74 (0,47-1,17)

0,43

0,25

0,35

0,69

0,19

Modelos ajustados por edad en el momento del diagnéstico, sexo, fumador actual, consumo de alcohol (actual o previo) y café, dosis de prednisona,
acido félico y MTX, via de administracion de MTX, Mantoux y el nimero de FAME previos y de trastornos cronicos.
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8.5.4 Analisis de haplotipos

Sélo se analizaron los haplotipos de los polimorfismos de la MTHFR (677CTcy 1298ACc)
gue se sitdan en el mismo cromosoma y se heredan conjuntamente. Se realizaron
modelos crudos o bivariantes y modelos ajustados o multivariantes. Las variables de
ajuste fueron las mismas que las utilizadas para el analisis aislado de los diferentes SNPs.

8.5.4.1 Haplotipos de MTHFR vy eficacia del MTX

Los resultados sobre la eficacia de MTX se expresan en la Tabla 46. El haplotipo C-C
de la combinacion MTHFR_677CTc y MTHFR_1298ACc se asocia con una
disminucién de la respuesta (OR=0,46) en los modelos ajustados. El haplotipo C-A
disminuye la probabilidad de remisién tanto en el modelo crudo (OR=0,66)
como en el ajustado (OR=0,40). En ambos casos, el efecto es independiente de la edad
al inicio de la enfermedad, el sexo, el tabaquismo actual, la ingesta de alcohol (previa o
actual) o cafeina, las manifestaciones extra-articulares, el valor FR y ACPA, las erosiones
durante el primer afio, el DAS28-PCR basal, el numero de FAMEs previos a MTX, las
dosis de prednisona, acfol y MTX (maxima), el tiempo transcurrido desde los
sintomas hasta el inicio de MTX, la via de administracién de MTX y la positividad del
Mantoux y los ANA. No se han observado efectos de interaccion por sexo.



Tabla 46. Analisis de haplotipos: respuesta / remisién

MTHFR_677CTc MTHFR_1298ACc Frecuencia Bivariante Multivariante

OR (1€C95%)
[RESPUESTA

Haplotipos T A 36,9% 1 --- 1 -
C A 34,9% 0,95 (0,65 - 1,37) 0,77 0,77 (0,41-1,42) 0,40
C C 28,2% 0,69 (0,46 - 1,03) 0,46 (0,24 - 0,91)
REMISON
Haplotipos T A 36,9% 1 - 1 -
C A 34,9% 0,66 (0,44 - 0,99) 0,045 0,40 (0,21 -0,74) 0,0042
C C 28,2% 0,74 (0,48 - 1,13) 0,16 0,62 (0,33-1,14) 0,12
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8.5.4.2 Haplotipos de MTHFR vy toxicidad por MTX

No encontramos asociacion de ninguno de los haplotipos de los polimorfismos 677CTc
y 1298ACc de la MTHFR con ninguno de los acontecimientos adversos ni con los AA
globales (Tabla 47).

Sin embargo, se encontrd una interaccion entre los haplotipos de MTHFR y el sexo, de
forma que el genotipo 677C — 1298C se asocié con un incremento de los AA globales y
de naturaleza hepatica en los varones, pero no en las mujeres (Tabla 48).
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Tabla 47. Analisis de haplotipos: toxicidad

MTHFR_677CTc MTHFR_1298ACc Frecuencia Bivariante Multivariante
AA GLOBALES
C A 36,9 1 --- 1 ---
Haplotipos | T A 34,9 0,88 (0,61 - 1,27) 0,49 0,81 (0,54 - 1,22) 0,31
C C 23,2 1,12 (0,75 - 1,67) 0,57 1,12 (0,73 -1,72)
T A 36,9 1 --- 1 -
Haplotipos | C A 34,9 0,84 (0,56 - 1,27) 0,41 0,85 (0,56 - 1,30) 0,46
C C 28,2 1,08 (0,70 - 1,67) 0,72 0,99 (0,64 - 1,55)
C A 36,9 1 --- 1 -
Haplotipos | T A 34,9 1,33 (0,68 - 2,60) 0,41 0,81 (0,52 -1,27) 0,36
C C 23,2 1,51 (0,75 - 3,06) 0,25 1,07 (0,67 - 1,70) 0,78
T A 36,9 1 - 1 -
Haplotipos @ C A 34,9 0,98 (0,43 - 2,22) 0,96 0,66 (0,22 - 1,97) 0,46
C C 28,2 0,75 (0,29 - 1,94) 0,55 1,76 (0,48 - 6,41) 0,39
T A 36,9 1 - 1 ---
Haplotipos | C A 34,9 1,18 (0,58 - 2,41) 0,64 1,14 (0,54 - 2,43) 0,73
C C 28,2 1,85 (0,91 - 3,74) 0,088 1,85 (0,85 - 3,99) 0,12
T A 36,9 1 - 1 ---
Haplotipos @ C A 34,9 1,01 (0,63 -1,62) 0,97 1,02 (0,61 - 1,70) 0,95
C C 28,2 0,94 (0,56 - 1,59) 0,83 0,77 (0,44 - 1,36) 0,38
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Tabla 48. Analisis de haplotipos: interaccion por sexo

MTHFR_677CTc MTHFR_1298ACc Frecuencia Bivariante Multivariante

OR (1C95%) OR (1€C95%)
AA GLOBALES

C A 40,9% 1 - 1 -

T A 35,9% 1,91 (0,91 - 4,02) 0,09 2,02 (0,90 - 4,53) 0,091
Varones

C C 23,3% 2,95 (1,29 - 6,78) 0,012 4,35 (1,65 - 11,5) 0,004

T A 37,4% 1 - 1 -

C A 31,9% 1,16 (0,74 - 1,82) 0,51 1,09 (0,67 - 1,77) 0,72
Mujeres

C C 30,7% 0,95 (0,59 - 1,51) 0,82 0,93 (0,56 - 1,53) 0,77
TOXICIDAD HEPATICA

C A 40,9% 1 - 1 -

T A 35,9% 2,44 (0,72 - 8,27) 0,16 2,92 (0,50 -17,0) 0,24
Varones

c C 23,2% 3,65 (1,02 - 13,0) 0,049 11,9 (1,85 -76,5) 0,011

T A 37,4% 1 - 1 -

C A 31,9% 2,42 (1,00 - 5,89) 0,052 2,29 (0,90 - 5,83) 0,33
Mujeres

C C 30,7% 1,64 (0,61 - 4,37) 0,33 1,63 (0,59 — 4,48) 0,35
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8.6 Sintesis de resultados

En la Tabla 49 se muestra un resumen de las caracteristicas clinicas asociadas a mala
respuesta a MTX. Las mujeres, los fumadores actuales y los pacientes que partian de
una enfermedad mas activa, los que desarrollaron lesiones erosivas tempranas y
afectacion extraarticular, y los que precisaron dosis mas elevadas de MTX tuvieron una
menor probabilidad de conseguir buena respuesta y especialmente la remision clinica.
Los pacientes con Mantoux positivo se asociaron a peor respuesta y los pacientes ACPA
positivo tuvieron mayor probabilidad de entrar en remisién.

Tabla 49. Caracteristicas clinicas asociadas a mala respuesta a MTX

Caracteristicas clinicas

Sexo femenino

Tabaquismo actual

Elevada actividad inflamatoria basal
Erosiones articulares tempranas
Afectacién extraarticular

Mantoux positivo

Tuvieron mayor probabilidad de sufrir acontecimientos adversos, considerados
globalmente, las mujeres y pacientes de menor edad y con mayor nUmero de trastornos
cronicos; los de tipo digestivo, las mujeres y pacientes de menor edad y Mantoux
positivo; los hepaticos, el Mantoux positivo; y los hematoldgicos, los pacientes con
comorbilidades y erosiones tempranas (Tabla 50).

Tabla 50. Caracteristicas clinicas asociadas a toxicidad por MTX

AA global AA digestivo AA hepatico | AA hematolégico

Sexo femenino

Menor edad X X

Trastornos crénicos X X
Erosiones tempranas X
Mantoux + X X
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Con independencia de las caracteristicas clinicas, la respuesta a MTX se asocio a los SNPs
de MTHFR y GGH vy la toxicidad se asocio, ademas de los anteriores, a ADA 534AGc y
FPGS 2572GAc ( )-

La probabilidad de conseguir una buena respuesta clinica disminuyé en los homocigotos
para el alelo mutado del MTHFR 1298ACc (genotipo CC) y en los hombres (pero no las
mujeres) del GGH 16TCc. Por el contrario, los homocigotos para el alelo mutado del
677CTc (genotipo TT) tuvieron una mayor probabilidad de alcanzar la remision clinica.
En el analisis de haplotipos, la ausencia del alelo T (mutado) del 677CTc se asocio a una
peor respuesta a MTX.

Respecto a la toxicidad, los AA globales aparecieron con mayor probabilidad en
pacientes heterocigotos del MTHFR 677CTc y con menor probabilidad en los
heterocigotos del ADA 534AG; los AA digestivos también fueron menos frecuentes en
los heterocigotos del ADA 534AG, asi como en los hombres (pero no las mujeres)
heterocigotos del FPGS 2572GA. Los AA hepaticos fueron mas frecuentes en los
homocigotos del alelo mutado de ADA 534AG y especialmente en los hombres (pero no
las mujeres) homocigotos para MTHFR_1298ACc. La alopecia se produjo con mas
frecuencia en los heterocigotos para MTHFR_1298ACc y con menor frecuencia en los
portadores del alelo G del ADA_534AGc. Finalmente, los AA neuroldgicos aparecieron
con mayor probabilidad en homocigotos para el alelo mutado de GGH_16TCc y con
menor frecuencia en los portadores del alelo G del ADA_534AGc.

El haplotipo CC se asocié a mayor frecuencia de AA globales y hepaticos en hombres,
pero no en mujeres.



Tabla 51. Efectos observados de los polimorfismos estudiados sobre la eficacia y toxicidad de MTX

Cohorte de Mérida

Polimorfismo Via relacionada | Efecto

Estudios previos

SNP referencia esperado Mw
ABCB1 3435C>T Eflujo de MTX Teficacia No alelo T (mujer) No concluyente
rs1045642 Ttoxicidad concluyente concIuyente N hematoldgica
FPGS 2572G>A Forma MTX-PG { eficacia No evaluada No G/A (hombre) No relacionado
rs1544105 (MTX>MTX-PG) | toxicidad concluyente d digestiva
GGH 16T>C Desagrega MTX T eficacia No No c/c T neuroldgica C/C (hombre)
rs1800909 (MTX-PG>MTX) = 7 toxicidad relacionado relacionado { eficacia
MTHFR 677C>T Regeneracion T homocisteina = Relacionado No T/C 0 global c/C 7T eficacia
rs1801133 del 4cido félicoy = 7 eficacia relacionado

sintesis de DNA 1 toxicidad
MTHFR 1298A>C Regeneracién 7 eficacia No No C/C (hombre) c/C { eficacia
rs1801131 del acido félicoy = 7T toxicidad concluyente relacionado T hepética

sintesis de DNA A/cT alopecia
ITPA 94C>A Sintesis de T adenosina No 7T respuesta No concluyente No concluyente
rs1127354 purinas 1 eficacia relacionado
AMPD1 34C>T Sintesis de T adenosina No 7T respuesta No concluyente No concluyente
rs17602729 purinas 1 eficacia relacionado
ADA 534A>G Sintesis de T adenosina No evaluada { respuesta A/G  globaly digestiva  No relacionado
rs244076 purinas 7 eficacia G/G T hepética

alelo G | alopecia

Haplotipo MTHFR Regeneracion 7 eficacia Haplotipo C-C (hombre) Haplotipos C-Ay C-C
677CTc—1298ACc  del 4cido félicoy 1 toxicidad 7T global y hepética { eficacia

sintesis de DNA
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9 DISCUSION
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El tratamiento de la AR ha cambiado drasticamente en los ultimos 30 afos. El empleo
temprano de FAME, dentro de una estrategia de tratamiento por objetivos y de un
seguimiento estrecho, consigue los mejores resultados. El MTX es el FAME de primera
eleccion y las principales guias (Singh 2016, Smolen 2017) recomiendan su uso en
monoterapia tan pronto como se identifique la enfermedad, siendo sustituido o
acompafado por otros FAME, sintéticos o bioldgicos, si no se alcanza el objetivo
buscado. Las guias hacen estas recomendaciones de forma generalizada, pero la
respuesta es diferente en cada paciente. Las tasas de respuesta a MTX comunicadas en
la literatura varian ampliamente, de forma que entre el 36 y 70% alcanza el estado de
baja actividad, y entre el 13 y 60% la remision clinica (Weinblatt 1994, Vermeer 2011,
Rezaei 2012, Verstappen 2012). Se estima que aproximadamente la mitad de los
pacientes no consigue un control adecuado de la enfermedad con MTX. Ademas, muchos
pacientes presentan diversos acontecimientos adversos que pueden provocar la
suspensién definitiva del tratamiento hasta en un 30% de los casos (Alarcon 1989, Lopez-
Olivo 2014).

A pesar de su uso generalizado desde hace varias décadas, ain no podemos predecir
qué pacientes tendran una respuesta adecuada a MTX. El conocimiento de factores
clinicos y genéticos asociados a esta respuesta permitiria tratar a los pacientes con AR
de una forma mas segura y eficiente. Los pacientes no respondedores podrian recibir un
tratamiento mas eficaz desde el principio, evitando retrasos en el control inflamatorio
gue podrian originar un dafo irreversible. Ademas, se podrian evitar complicaciones en
los pacientes intolerantes. Los pacientes respondedores podrian ser tratados con la dosis
mas adecuada de MTX y evitar la exposicion innecesaria a otros farmacos.

9.1 Pacientes incluidos

En el estudio que conforma este trabajo de tesis se ha utilizado la informacion
proveniente de una cohorte de pacientes del hospital de Mérida tratados con MTX en
monoterapia. Se trata de una muestra tipica de AR, con predominio de mujeres y con un
inicio de la enfermedad cercano a los 50 afios, con caracteristicas representativas de una
poblacién mayoritariamente rural, esto es, escasa formacién académica y casi total
ausencia de sedentarismo. Las elevadas tasas de seropositividad (80%), erosiones en el
primer afo (>50%), deterioro funcional (>75%) y el valor medio del DAS28-PCR basal
(4,5) indican que se trata de una poblacién con AR de mal prondstico. La cuarta parte
desarrolld6 manifestaciones extraarticulares. La mayoria de los pacientes tenia algun
factor de riesgo cardiovascular, incluido tabaquismo, y comorbilidades asociadas.

El tiempo medio de seguimiento desde el diagnostico hasta la finalizacion del estudio
(15/06/2015) fue de 136 meses. Durante los mas de 35 afos analizados, hemos
observado una importante disminucion del tiempo entre el diagndstico y el inicio del
primer FAME de 34,5 a 1,4 meses, que refleja la adherencia de los reumatologos a las
recomendaciones sobre el tratamiento de la AR (Singh 2016, Smolen 2017). Sin embargo,
la demora en el diagnostico se ha reducido menos (de 22 a 15 meses), indicando la



necesidad de mejorar el acceso de los pacientes a las consultas de artritis.

9.2 Tratamiento con MTX

Cuando iniciaron el tratamiento con MTX, los pacientes presentaban una actividad
moderada de la enfermedad y recibieron de forma concomitante acido folico y, con
mucha frecuencia, dosis bajas de prednisona, de acuerdo con las recomendaciones. Algo
mas de la cuarta parte de los enfermos habia recibido previamente otros FAMEs previos
a MTX, sobre todo antes del afio 2000. Los mas utilizados fueron los antipalidicos y las
sales de oro.

Los pacientes habitualmente iniciaron MTX por via oral y la tercera parte precis6 cambiar
a la administracién SC por escalado de dosis o por acontecimientos adversos. La dosis
de mantenimiento habitual se situd entre 15y 20 mg y fue bien tolerada por casi todos
los pacientes. En cambio, la mayoria no tolerd dosis superiores a 20 mg y apenas un 2%
no toler6 ninguna dosis.

Los pacientes recibieron MTX en monoterapia durante un promedio de 68 meses
(maximo de 20,4 afos), con una exposicion de 1708 pacientes-afo.

La monoterapia se suspendid en la mitad de los pacientes, principalmente por falta de
eficacia y, en menor medida (menos del 10%) por toxicidad o intolerancia, siendo el MTX
sustituido por otro FAME convencional o, en caso de respuesta insatisfactoria, asociado
a un FAME convencional o biolégico a MTX, segun practica clinica ajustada a guias.

Alrededor de dos tercios de los pacientes permanecian en monoterapia a los 5 afios
(probabilidad de supervivencia del 50% a los 7,2 afios de seguimiento) y mas de tres
cuartos continuaban recibiendo MTX al final del seguimiento. Un meta-analisis de 159
estudios previos a la aparicién de los bioldgicos revel6 que la supervivencia a 5 afios del
tratamiento con MTX en AR era del 65%, muy superior a la de los demas FAME
convencionales (Maetzel 2000).

9.3 Variables principales o de resultado

9.3.1 Polimorfismos

El MTX debe ser absorbido, metabolizado y transportado, antes de realizar su efecto en
la célula diana. Ademas, es degradado y excretado del interior del organismo. Las
variaciones en los genes que codifican las proteinas que intervienen en estos procesos
pueden modificar los efectos esperados del farmaco, ocasionando ineficacia o toxicidad.

Se analizaron los polimorfismos genéticos relacionados con el transporte y
almacenamiento (ABCB1 C3435T, FPGS G2572A, GGH T16A), con la transmetilacion
(MTHFR A1298C y MTHFR C677T) y con la via de adenosina (ITPA C94A, AMPDT1 C34Ty
ADA A534G) de mayor relevancia en la variabilidad de la respuesta a MTX (Urano 2002,
Dervieux 2004, Burgos 2009, Romao 2013).



Existen diferencias raciales y étnicas en las frecuencias de los polimorfismos, que pueden
ser responsables de diferentes desenlaces del tratamiento con MTX en distintas
poblaciones. También pueden existir dentro de un grupo étnico diferencias entre la
poblacién estudiada y la poblacién general.

El Proyecto 1000 Genomas es una iniciativa emprendida para analizar el material
genético de mil personas en todo el mundo y asi obtener una base de datos que permita
estudiar la variabilidad genética humana. Se puede consultar libremente en
http://www.internationalgenome.org/. Comparamos la frecuencia de los polimorfismos
investigados entre la poblacion estudiada y la poblacion espafiola representada en el
Proyecto 1000 Genomas, tanto para la variante ancestral (wild type) (Figura 6) como para
el alelo mutado (MAF, del inglés Minor allele frequency) (Figura 7). No encontramos
diferencias significativas, por lo que podemos afirmar que se trata de una muestra
representativa de la poblacion espafiola.

Por otro lado, podriamos afirmar también que ninguno de los polimorfismos estudiados
esta relacionado con la etiologia de la enfermedad, ya que las frecuencias alélicas son
similares a las de la poblacion espafola.

Figura 6. Frecuencias de la variante ancestral en el estudio y la poblacién espafiola
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Figura 7. Frecuencias de la variante mutada en el estudio y la poblacion espafiola
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9.3.2 Respuesta a MTX

Los pacientes fueron clasificados como respondedores si alcanzaban un estado de baja
actividad (DAS28-PCR <3,2) o de remision clinica (DAS28-PCR <2,6) con la monoterapia
y lo mantenian durante todo el seguimiento. La mitad de los pacientes entraron en baja
actividad con MTX en monoterapia (y 33% en remision), siendo considerablemente mejor
el porcentaje de respuesta a partir del afio 2000 (58%). Estos datos se encuentra dentro
de los rangos publicados por otros autores (Weinblatt 1994, Vermeer 2011, Rezaei 2012,
Verstappen 2012).

Los pacientes que lograron el objetivo del tratamiento (baja actividad / remisidn)
generalmente (>95%) fue con dosis intermedias de MTX (de 10 a 20 mg semanales). Las
dosis inferiores a 10 mg fueron insuficientes y las superiores a 20 mg no consiguieron
mejorar mucho la tasa de respuesta (y ademas fueron mal toleradas).

9.3.3 Acontecimientos adversos

La mitad de la muestra present6 acontecimientos adversos relacionados con el MTX. Los
AA mas frecuentes fueron gastrointestinales, neuroldgicos y hepaticos, tal como se
observd en una revision sistematica previa (Salliot 2008).

Los acontecimientos adversos notificados en todos los estudios son leves y la mayoria
de las veces se resuelven sin necesidad de suspender el tratamiento o sélo con
interrupciones temporales. En nuestro caso, un tercio de los pacientes realizaron
interrupciones temporales del tratamiento por diferentes causas (infecciones,
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embarazos, acontecimientos adversos) y 18% suspendieron definitivamente MTX
durante el seguimiento. Al analizar el origen, apreciamos que los AA presentados con
mayor frecuencia (gastrointestinales, neurologicos, hepaticos y alopecia) y los
hematoldgicos (poco frecuentes) fueron los mas relacionados con la suspension de MTX
(51%, 40%, 22%, 18% y 15%, respectivamente).

9.4 Asociacion con caracteristicas clinicas

Los numerosos estudios que han investigado los factores sociales, demogréficos, clinicos
y genéticos asociados con la eficacia y toxicidad de MTX, han aportado resultados
controvertidos.

9.4.1 Respuesta a metotrexato (baja actividad / remision clinica)

En los estudios basados en el cuidado estandar de los pacientes con AR, los factores
asociados a menor probabilidad de respuesta al tratamiento con MTX fueron el
tabaquismo actual, el sexo femenino, menor edad de los pacientes y mayor actividad (y
discapacidad) de la enfermedad al inicio del tratamiento (Hoekstra 2003, Wessels 2007,
Katchamart 2010, Saevarsdottir 2011). En un meta-analisis, la duracion de la enfermedad
y el fracaso previo a otros FAMEs también se asociaron con una menor probabilidad de
respuesta a MTX (Anderson 2000).

Ya comentamos que la mitad y un tercio de nuestros pacientes permanecieron en baja
actividad y remision respectivamente durante el seguimiento. La probabilidad de
alcanzar un estado de baja actividad en el analisis bivariante aumenté con la edad del
paciente al inicio de la enfermedad y disminuyd en los fumadores activos, en los que
presentaban mayor actividad inflamatoria al inicio del tratamiento o erosiones durante
el primer afio y en los que habian sido tratados con otros FAME antes de MTX. La
probabilidad de que ademas entraran en remisién disminuyd con la duracién de la
enfermedad y con la afectacion extraarticular, y aumenté con la administracion
subcutanea de MTX. La tasa de respuesta fue mejor en los pacientes cuyo primer FAME
fue MTXy en los que recibieron este compuesto de forma mas temprana.

Los resultados del analisis multivariante confirmaron que la probabilidad de respuesta a
MTX fue menor en las mujeres, los fumadores activos, pacientes con erosiones Oseas
tempranas, elevacion del DAS28-PCR basal y Mantoux positivo y que, ademas, la
probabilidad de remision fue menor con las manifestaciones extraarticulares y dosis mas
altas de MTX, y aumento en los pacientes ACPA-positivo.

El tabaco es el principal factor de riesgo modificable en la AR. Se asocia a un aumento
de la susceptibilidad de desarrollar AR (Vessey 1987, Sugiyama 2010, Lee Y 2014), a una
evolucion mas grave de la enfermedad (Saag 1997, Masdottir 2000, Mikuls 2008), y a
peor respuesta a diferentes tratamientos, incluyendo MTX en monoterapia y biolégicos
dirigidos contra el TNF-a (Hyrich KL 2006, Wessels 2007, Saevarsdottir 2011, Soderlin
2011). Mas del 60% de nuestros pacientes habia fumado en algin momento. A pesar de



que este habito no se relaciond con la presencia o los titulos de ACPA, erosiones
articulares, capacidad funcional o afectacion extraarticular, los fumadores actuales (pero
no los exfumadores) tuvieron una menor probabilidad de alcanzar un estado de baja
actividad / remision con MTX en monoterapia, un efecto que se mantuvo en los analisis
multivariantes.

La remision clinica con MTX parece asociarse mas a la dosis que a la via de administracion
(Wessels 2007, Goodman 2015). Sin embargo, cuando no se consigue el objetivo
terapéutico o se precisan dosis superiores a 15 mg puede ser beneficioso cambiar a la
via SC, que ademas mejora la supervivencia del farmaco (Braun 2009). En nuestro estudio,
el MTX se inicio casi siempre por via oral y en un tercio de los casos se cambio a la via
SC durante el seguimiento, generalmente en el escalado de dosis o por aparicién de
molestias gastrointestinales, de acuerdo con las recomendaciones (Visser 2009). El mayor
porcentaje de baja actividad / remision se alcanzdé con dosis intermedias, lo que
probablemente refleja el empleo de una cantidad inadecuada en las dosis mas bajas y
una falta de respuesta en las mas altas. Esto es, los pacientes que respondian a MTX lo
hacian generalmente con una dosis en torno a 15 mg. En el analisis multivariante, los
pacientes con dosis mas elevadas de MTX tuvieron menos probabilidad de alcanzar la
remision. En el estudio Camera (Verstappen 2007) los pacientes que alcanzaron la
remision precisaron una dosis media de MTX menor que los que no la alcanzaron
(p=0,008), tanto en el grupo de intervencion como en el grupo control. Y la tercera parte
de los casos cambiaron a la administracién SC por escalado de dosis o toxicidad; un
resultado observado también en nuestro estudio.

Al inicio de la enfermedad, la monoterapia con MTX consigue mejores resultados,
equiparables a los de la terapia biolégica, cuando se aiflade prednisona (van der Goes
2016, Smolen 2017). En nuestra serie, mas del 80% de los pacientes recibieron
prednisona, con una mediana de dosis de 10 mg (5 — 10), lo que pudo favorecer las tasas
de respuesta.

En nuestro estudio, las mujeres tuvieron menores tasas de respuesta que los hombres,
en consonancia con observaciones previas (Alarcon 1995, Carmona 2010, Gonzalez-
Alvaro 2015), y a pesar de que la tasa de otros factores de mal prondstico, como el
tabaquismo activo, la presencia de comorbilidad, o titulos altos de FR eran mayores en
los hombres. Esto confirma una peor respuesta en mujeres de forma independiente.

El FR y los ACPA se consideran factores de mal prondstico en AR (Visser 2009, Mclnnes
2010, Van den Broek 2012) y existen recomendaciones especificas para su tratamiento
(Smolen 2014, Smolen 2017). El mero hecho de presentar estos biomarcadores lleva a
los reumatdlogos a utilizar dosis mas altas de FAME y de forma precoz, lo que conlleva
la paradoja de que la respuesta es mejor que en pacientes con mejor pronéstico, o al
menos mejor prondéstico bioldgico, como se ha demostrado en estudios previos
(Gonzélez-Alvaro 2015). En nuestro estudio también se comprueba que los pacientes con
FR y/o ACPA positivo recibieron dosis mas elevadas de MTX y que no solo no presentaron
peor respuesta al tratamiento, sino una mayor tasa de remision que los que no tenian
estos biomarcadores.



Existe un resultado consistente en nuestro estudio que resulta mas dificil de explicar,
sobre todo porque hay poca evidencia al respecto. A todos los pacientes incluidos en el
estudio se les realizd despistaje de tuberculosis por protocolo. El Mantoux fue positivo
en 42 (15%) pacientes, 1 con tuberculosis activa, 6 con tuberculosis antigua y 35 con
tuberculosis latente. Estos pacientes tuvieron peor respuesta a MTX que los pacientes
con Mantoux negativo. Se ha publicado un incremento del riesgo de tuberculosis en
pacientes con AR en poblacién espafiola (Carmona 2003), pero no hemos encontrado en
la literatura ningun trabajo que lo relacione con la respuesta terapéutica. Nos
preguntamos si el aumento de expresion o actividad de ADA en las células observado en
la tuberculosis (Ungerer 1992) puede interferir con la respuesta a MTX, disminuyendo la
concentracién de adenosina o actuando por otras vias. En cualquier caso, se trata de una
hipotesis que precisa confirmacion.

Otro dato esperanzador que arroja el estudio es que el porcentaje de pacientes
respondedores a la monoterapia con MTX mejor6 a partir del afio 2000, pasando de
menos del 30% a casi 60%. Esta mejoria puede deberse a varios factores, como el
diagnostico precoz, la intervencion temprana, el seguimiento estricto con mejores
herramientas de evaluacion y el tratamiento por objetivos, todos ellos respaldados por
la literatura cientifica y base para el tratamiento actual de la AR (Boers 1997, van Gestel
1998, Sokka 2000, Mottonen 2002, Pincus 2003, Grigor 2004, Saunders 2008, Smolen
2010). Desde la década de los noventas hasta 2015, el intervalo medio entre el inicio de
la enfermedad y el diagndstico pasé de 21 a 15 meses, y entre el diagndstico y el inicio
de MTX, de 34 a mes y medio. Ademas, desde el ailo 2000, MTX se utilizd generalmente
como primer FAME y se inicié mas temprano. Todo esto no es sino un indicador de las
buenas practicas del servicio en colaboracién con atencién primaria.

9.4.2 Toxicidad por MTX

En una revision sistematica que incluyd dos meta-analisis, 54 estudios prospectivos y 3
estudios caso-control (3463 pacientes con un seguimiento medio de 36,5 meses), casi el
73% de los casos presentd al menos un acontecimiento adverso, predominando los
gastrointestinales y hepaticos (Salliot 2008). En general, la frecuencia de acontecimientos
adversos detectados es mayor en los estudios prospectivos, pudiendo llegar hasta el 95%
de los pacientes en los tratamientos mas intensivos con dosis mas elevadas de MTX
(Verstappen 2007). En nuestro estudio, la mayoria de los pacientes alcanz6 una dosis de
MTX entre 15y 20 mg, generalmente con buena tolerancia. En cambio, los pacientes que
necesitaron dosis mayores de 20 mg (<5%) tuvieron mala tolerancia (75%). El disefio del
estudio y las dosis empleadas pueden explicar que se registrara algin acontecimiento
adverso relacionado con MTX en la mitad de los pacientes, solamente. La tercera parte
de los casos, que supone el 18% de la muestra, tuvo que suspender definitivamente el
farmaco por toxicidad. En estudios previos, la suspensién del MTX por efectos
secundarios en AR vari6 entre el 6 y el 37% de los pacientes, dependiendo del tipo de
estudio, la dosis, la frecuencia y la duracién de la administracion (Schnabel 1994,
Hoekstra 2003, Verstappen 2007, Salliot 2008), y ocurrié predominantemente durante los



dos primeros afios de tratamiento (Albrecht 2010). Asimismo, se ha relacionado con
ausencia de suplementos de folato, eventos gastrointestinales previos y obesidad
(Hoekstra 2003). También pueden contribuir otros factores, incluyendo los cambios en la
farmacocinética y deterioro de la funcion renal asociados a la edad, los farmacos
concomitantes (AINE y diuréticos) y otros trastornos cronicos concomitantes (Verstappen
2010, Verstappen 2012).

La practica totalidad de nuestros pacientes recibidé suplementos de acido fdlico. La
aparicién de toxicidad, considerada de forma global, se relacioné con la menor edad del
paciente en el momento del diagnostico, el sexo femenino, la actividad inflamatoria basal
y la presencia de manifestaciones extraarticulares y comorbilidades, permaneciendo tras
los analisis multivariantes el sexo, la edad y las comorbilidades.

La toxicidad de tipo digestivo fue mas comun en los pacientes mas jévenes y en las
mujeres.

La presencia de un Mantoux positivo y el mayor ndmero de trastornos cronicos
incrementaron considerablemente la probabilidad de aparicion de acontecimientos
adversos de naturaleza hepatica, pero tras controlar por factores de confusion sélo
permanecié el Mantoux positivo, lo que probablemente esté reflejando toxicidad
ahadida por el propio tratamiento tuberculostatico.

Los acontecimientos adversos hematoldgicos se relacionaron con la existencia de
erosiones Oseas y las comorbilidades, lo que podria reflejar una mayor gravedad general
del paciente.

A la hora de interpretar todos los resultados de toxicidad, no obstante, hay que tener en
cuenta que los modelos estadisticos para toxicidad mostraron menor capacidad
explicativa que los de respuesta y remision.

9.5 Polimorfismos genéticos

Ademas de los factores demograficos y clinicos, los polimorfismos genéticos
relacionados con el transporte y metabolismo de MTX pueden participar en la
variabilidad de la respuesta en términos de eficacia y seguridad (Urano 2002, Dervieux
2004, Burgos 2009, Romao 2013), ya que pueden modificar la expresion y la funcién de
la proteina codificada. De los numerosos polimorfismos de genes relacionados con el
MTX en AR, que han sido objeto de estudio y fueron mencionados en la introduccion,
nos vamos a centrar en los seleccionados para el presente estudio: ABCBT 3435C>T
(rs1045642), GGH T16C (rs1800909), FPGS G2572A (rs1544105), MTHFR C677T
(rs1801133), MTHFR A1298C (rs1801131), AMPD1 34C>T (rs17602729), ADA 534A>G
(rs244076) e ITPA 94C>A (rs1127354). Para facilitar su comprension, se discutiran los
posibles efectos de cada SNP de forma agrupada.



9.5.1 Transporte y almacenamiento de MTX

En la introduccion, se explicd que la expresidn y funcion de la gp-P, codificada por un
gen de resistencia a multiples farmacos de la familia ATP (ABCB1 o MDRA-1), parece
influir en la respuesta a FAMEs, pero también en la actividad de la AR. No obstante, los
meta-analisis publicados no han encontrado una asociacién consistente de este
polimorfismo con la susceptibilidad a AR (Lee 2016), con la respuesta (Chen 2017), ni con
la toxicidad (Lee 2016) por MTX.

En el se resumen los resultados de los estudios que han explorado la
relacion entre el polimorfismo rs1045642 (ABCB1_3435CTc) y el desenlace del
tratamiento con MTX en pacientes con AR. En nuestro estudio se ha encontrado que los
homocigotos para el alelo mutado (genotipo T/T) tuvieron menor probabilidad de
alcanzar la remision, aunque la diferencia no alcanz6 significaciéon estadistica (p=0,052).
Estos datos son concordantes con los encontrados en poblacion caucasica en un meta-
anadlisis reciente (Chen 2017) y podrian estar relacionados con el hallazgo de que los
pacientes con el alelo T (genotipos C/T y T/T) presentan mayor actividad inflamatoria en
AR (Muralidharan 2015).

No se encontré asociacién entre el polimorfismo C3435T y la toxicidad global. Sin
embargo, las mujeres portadoras del alelo mutado (genotipos C/T y T/T) sufrieron menor
frecuencia de AA hematoldgicos, con independencia de los factores clinicos,
encontrandose un efecto de interaccion entre este polimorfismo y el sexo. Dos estudios
de pequefio tamafio en caucasicos habian encontrado asociacion entre toxicidad global
por MTX y la presencia del alelo C (Grabar 2008, Plaza-Plaza 2012).

La relacion entre el polimorfismo C3435T ABCBT y los efectos de MTX puede afectarse
por otros polimorfismos de la familia de transportadores ABC que también intervienen
en la salida de MTX de la célula (Lima 2015), los medicamentos concomitantes en el
tratamiento de la AR que emplean el mismo transportador, como los hipolipemiantes, la
recirculacion entero-hepatica del MTX administrado por via oral e incluso las diferencias
individuales en el fenotipo de gp-P resultante del SNP C3435T ABCBT en pacientes con
AR (Takatori 2006). En nuestro caso, la mayoria de los pacientes recibieron MTX por via
oral en, siendo también muy frecuente la administracién de hipolipemiantes.

También vimos que el almacenamiento intracelular de MTX se realiza en forma de MTX-
PG,.5 y que la enzima FPGS afiade moléculas de glutamato al compuesto de MTX,
mientras que la enzima GGH desnuda de glutamatos al MTX, favoreciendo su expulsidn
de la célula. La actividad de estas enzimas podria influir en los efectos del MTX. Sin
embargo, los resultados de los escasos estudios realizados hasta la fecha no apoyan una
contribucion importante de los polimorfismos de GGH y FPGS a los efectos de MTX en
los pacientes con AR. Se especula si la interaccion entre los SNPs de los transportadores
y de las enzimas de glutamacion de MTX pueden tener algun efecto sobre la eficacia y
toxicidad de MTX en esta enfermedad.

Los polimorfismos FPGS G2572A y GGH T16C, explorados en nuestra cohorte,
disminuyen tedricamente la actividad de la enzima respectiva. Se observé una interaccion



entre el SNP GGH_16TCc y el sexo, de forma que el genotipo C/C aumentaba
considerablemente la posibilidad de respuesta en las mujeres, pero no en los hombres,
que era independiente de las variables clinicas, aunque con unos intervalos de confianza
muy amplios, que restan precision a la estimacion.

Los pacientes con el genotipo G/A del SNP FPGS_G2572A tuvieron menor probabilidad
de remision que los homocigotos.

También se encontrd una interaccién entre el polimorfismo FPGS_2572GAc y el sexo, de
forma que los varones (pero no las mujeres) con genotipo G/A presentaron una
frecuencia significativamente menor de AA gastrointestinales, segin un modelo de
herencia sobredominante, que se mantuvo en el analisis multivariante. Los pacientes con
genotipo C/C del SNP GGH T16C presentaron mayor riesgo de AA neuroldgicos en el
analisis bivariante y multivariante, que los portadores del alelo nativo. También tuvieron
mayor frecuencia de AA globales, aunque no alcanzo significacion estadistica.

No encontramos relacién entre la interacciéon de MDR1 con FPGS o GGH vy la respuesta
a MTX.

9.5.2 Vias metabodlicas del acido foélico

El MTX-PG;.5s almacenado en las células inhibe enzimas esenciales para la sintesis y
reparacién del ADN, y la replicacion celular, tanto de forma directa (DHFR, TYMS y ATIC),
como indirecta (MTHFR). La enzima MTHFR es necesaria para la regeneracion del folato
reducido y juega un papel clave en el mantenimiento del equilibrio entre la sintesis,
reparaciéon y metilacion del ADN. Los polimorfismos mas estudiados del MTHFR, C677T
(rs1801133) y A1298C (rs1801131), disminuyen la actividad de la enzima y aumentan la
aparicion de efectos secundarios (Ranganathan 2006, Hider 2007), pero s6lo C677T
aumenta la concentracion de homocisteina y disminuye los niveles séricos de folato.
Asimismo, la disminucion de 5-metilTHF, metionina, S-adenosilmetionina y de las
reservas de THF resultantes de la inhibicion por MTX de una MTHFR con actividad
disminuida podria acompafiarse de mayor eficacia (ademas de mayor toxicidad) del
farmaco (Fowler 2001, Dervieux 2006, Kurzawski 2007). En el capitulo de anexos se
resumen los resultados de los estudios que han explorado la relacion de los
polimorfismos rs1801131 ( )y rs1801133 ( ) y sus haplotipos
( ) con los desenlaces del tratamiento de MTX en pacientes con AR.

Algunos meta-analisis han encontrado asociacion del polimorfismo MTHFR_C677T con
la aparicion de acontecimientos adversos por MTX (Fisher 2009, Spyridopoulou 2012,
Song 2014, Chen 2017, Shao 2017), pero otros no (Lee 2010, Owen 2013b, Qiu 2017), y
en ninguno se ha observado relacion con la eficacia (Fisher 2009, Lee 2010, Owen 2013b,
Morgan 2014, Chen 2017, Shao 2017, Qiu 2017b) independientemente del modelo
genético utilizado, en contra de lo esperado. En general, no se ha observado ninguna
asociacion del polimorfismo rs1801131 con la eficacia ni con la toxicidad de MTX en
pacientes con AR (Fisher 2009, Lee 2010, Owen 2013b, Morgan 2014, Qiu 2017), aunque
se ha comunicado una menor frecuencia de acontecimientos adversos por MTX en



pacientes con genotipo C/C del MTHFR_A1298C (Ongaro 2009, Spyridopoulou 2012,
Song 2014). La discordancia e inconsistencia de los resultados de algunos estudios y
metaanalisis puede estar en relacidon con las caracteristicas de las muestras estudiadas,
especialmente la etnia, las dosis y via de administracion de MTX, y la administracion
concomitante de otros FAME y otros farmacos, particularmente suplementos de folato.
En los estudios mas antiguos, los pacientes recibian dosis mas bajas de MTX sin
suplementos de folato. El MTX inhibe la DHFR, produciendo un estado de deficiencia
efectiva de folato, Se ha demostrado que la administracién de suplementos de acido
félico no antagoniza la respuesta terapéutica y mejora su tolerabilidad, pero todavia
existen diferencias pronunciadas en la practica clinica (Tasbas 2011). Ya comentamos,
que los suplementos de acido folico aportados de forma sistematica a nuestros
pacientes, puede explicar una frecuencia menor de efectos secundarios.

La discrepancia entre los resultados observados y los esperados con los SNP MTHFR, que
disminuyen la actividad enzimatica, pueden explicarse por la interaccion entre
polimorfismos del mismo o diferentes genes (Ongaro 2009, Shao 2017) y factores clinicos
como el sexo, la edad, el habito de fumar y la duracion y actividad de la enfermedad al
inicio, que pueden influir en la eficacia o toxicidad del MTX en los pacientes con AR
(Anderson 2000, Van Ede 2001, Hoekstra 2003, Hider 2007, Hider 2009). En los anélisis
de muchos estudios no se han tenido en cuenta los factores de confusion, por lo que los
resultados no estan ajustados. En nuestro caso, y con el fin de independizar el efecto de
los polimorfismos sobre la respuesta a MTX, se realizaron modelos multivariantes de
regresion logistica para cada SNP controlando el efecto de variables relacionadas con el
paciente (edad al diagnostico, sexo, habitos sobre tabaco y alcohol, comorbilidades), la
enfermedad (tiempo desde los sintomas al diagnostico, FR, ACPA, erosiones éseas,
DAS28-PCR basal, manifestaciones extra-articulares, Mantoux), y el tratamiento (tiempo
desde los sintomas y desde el diagnéstico hasta el tratamiento con FAME, nimero de
FAMEs previos, tiempo desde el inicio de los sintomas hasta MTX, dosis de acido félico,
prednisona y MTX, via de administracion). Estos modelos ajustados demostraron que el
genotipo T/T del MTHFR_C677T aumenta considerablemente la probabilidad de
respuesta y de remisién en el analisis multivariante, mientras que el genotipo C/C del
SNP MTHFR_1298ACc disminuye la probabilidad de respuesta a MTX frente a los
genotipos A/A y A/C, en los analisis bivariante y multivariante. Resulta llamativo que los
homocigotos para el alelo mutado de cada SNP tengan una asociacién de signo opuesto
con la eficacia de MTX, independiente de los determinantes clinicos, cuando
tedricamente ambos polimorfismos producen una reduccion de la actividad de la enzima.

Respecto a la toxicidad, los analisis ajustados mostraron que el genotipo C/T del
polimorfismo MTHFR_C677T aumenta la probabilidad de acontecimientos adversos,
considerados de forma global, frente a los genotipos C/C y T/T en los modelos de
herencia sobredominante y codominante. Encontramos un efecto de interaccion entre el
MTHFR_1298ACc y el sexo que se mantuvo en el analisis multivariante, en el que los
varones con el genotipo C/C tuvieron un importante incremento del riesgo de AA
hepaticos que no se observé en mujeres.



El analisis de asociaciéon de los polimorfismos C677T y A1298C de MTHFR sugirioé que la
ausencia del alelo 677T puede asociarse a una peor respuesta, ya que los haplotipos
677C-1298Cy 677C-1298A disminuyen la probabilidad de respuesta, sin interaccién por
sexo. Ademas, el haplotipo 677C-1298C simultaneamente aumenta de forma importante
la probabilidad de AA globales y hepaticos en los varones, pero no en las mujeres,
evidenciando una interaccién por sexo para la asociacion del haplotipo y los AA. Estos
efectos son independientes de las variables de control. En un estudio realizado en 174
polacos (Kurzawski 2007), el haplotipo 677T-1298C se asocié a una mayor probabilidad
de remision, sugiriendo que la disminucion de la expresion de MTHFR se asocia a una
mejor respuesta. En poblacion japonesa (Urano 2002) los resultados han sido muy
diferentes, ya que el haplotipo 677T-1298C no se encontré en ningun paciente, el
haplotipo 677C-1298C se asocié a dosis mas bajas de MTX y el haplotipo 677T-1298A a
una mayor frecuencia de efectos secundarios. Un meta-analisis mas reciente con 812
pacientes de 4 cohortes concluyé que los polimorfismos 677TCc y 1298ACc no tienen
individualmente utilidad clinica para predecir la respuesta a MTX en AR temprana
(Morgan 2014).

En poblacion espaiola, los resultados han sido muy variables. En un estudio de 124
pacientes (Salazar 2014) no encontraron asociacion de ninguno de estos SNPs con
eficacia o seguridad de MTX en monoterapia. En otro analisis de 67 pacientes se observo
asociacion del genotipo T/T del C677T con toxicidad global, pero no del haplotipo C677T
y A1298C (Plaza-Plaza 2012). En un estudio retrospectivo multicéntrico de 468 casos se
encontrd una relacién entre el genotipo T/T del C677T y la discontinuacion de MTX por
cualquier tipo de toxicidad, junto con una frecuencia mayor de intolerantes a MTX en el
diplotipo 677T-1298A, que no alcanzé significacion estadistica (Caliz 2012). En estos dos
Ultimos estudios, los pacientes podian estar recibiendo otros FAME de forma
concomitante con MTX.

La inhibicién de enzimas de la via de adenosina (ATIC, AMPD, ADA, ITPA) por MTX
conduce a un incremento de AMP y adenosina. Esta via incluye los intermedios Inosina
monofosfato e Inosina trifosfato y las enzimas clave ITPA, IMP (IMPDH) y AMP (AMPD1
y ADA). La adenosina se acumula en el interior de la célula y, tras ser desfosforilada, es
liberada al espacio extracelular donde parece mediar los efectos antiinflamatorios de
MTX por medio de los receptores A2A. El mecanismo de accion real de MTX, a la dosis
baja utilizada en el tratamiento de la AR, alin no se conoce en su totalidad, pero se cree
que los efectos antiinflamatorios, mediados por la liberacién de adenosina, son mas
importantes que los efectos antiproliferativos (Cronstein 2006, Riksen 2006).

En nuestro estudio investigamos la asociacion de polimorfismos de AMP deaminasa
(AMPD1), Inosina trifosfato pirofosforilasa (/ITPA) y adenosina deaminasa (ADA). El gen
AMPD1 codifica la enzima AMPD que cataliza la conversion de AMP a IMP. El
polimorfismo 34C>T (rs17602729) disminuye la funcion de la enzima, favoreciendo la
conversion de AMP en adenosina (Morisaki 1992). Se ha comunicado que el alelo T de
AMPD1 34C/T se asocia a buena respuesta de los pacientes con AR al MTX, especialmente
en monoterapia (Wessels 2006b, Chen 2017). Sin embargo, estos hallazgos no han sido



respaldados por otros estudios (Fransen 2012, Owen 2013). Incluso, los analisis de un
estudio reciente realizado en pacientes caucasicos con AR de un hospital esloveno y otro
serbio (Jenko 2018) han aportado resultados opuestos entre las dos muestras. Los autores
interpretan que la asociacion entre AMPD1 rs17602729 y la eficacia del tratamiento con
MTX esta influenciada por variables de confusién como la dosis de MTX o el valor del
DAS28 en el momento del diagnostico. En nuestro caso, la frecuencia del alelo T fue muy
baja y no encontramos ninguna asociacion del polimorfismo de AMPD1 C34T con la
eficacia o toxicidad de MTX.

El gen ITPA codifica para la enzima ITPA que cataliza la conversién de ITP en IMP y la
formacion de Inosina. El SNP ITPA 94C>A tedricamente disminuye la actividad de la
enzima y podria favorecer la formaciéon de AMP y adenosina. Ha sido poco estudiado y
los resultados obtenidos son contradictorios. En un estudio el genotipo C/C se asoci6 a
buena respuesta a MTX y su asociacion con el alelo T de AMPD 34C>T aument¢ la
respuesta (Wessels 2006b), mientras que otros dos estudios no respaldan dichos
resultados (Fransen 2012, Owen 2013). En nuestro estudio encontramos que el genotipo
C/A del SNP ITPA_C94A disminuye la probabilidad de respuesta respecto a A/Ay C/Cen
el andlisis bivariante, pero este efecto se pierde en el multivariante. Como ocurrié con el
AMPD1, el genotipo AA del SNP /TPA fue muy infrecuente (<2%) por lo que no se deben
extraer conclusiones.

ADA cataliza la conversion de adenosina en inosina. No se conoce el efecto del
polimorfismo sobre la enzima, pero en un estudio en poblacién hindu se ha observado
una asociaciéon del genotipo A/A del SNP sinbnimo rs244076 A/G con peor respuesta a
MTX en AR (Sharma 2009).

Los pacientes con el genotipo A/G del SNP ADA A534G tuvieron menos AA globales y
especialmente menos AA digestivos que los genotipos A/A y G/G, en un modelo
sobredominante, que se mantiene en el analisis multivariante. Ademas, observamos que
el genotipo G/G se asocié de forma importante a la aparicidon de AA hepaticos, asociacion
que se mantuvo en el analisis ajustado, en un modelo de herencia recesivo. En cambio,
los portadores del alelo mutado (genotipos A/G y G/G) desarrollaron alopecia por MTX
con menor frecuencia que los homocigotos nativos (genotipo A/A) y los pacientes
homocigotos para el alelo mutado (G/G) tuvieron menos acontecimientos neuroldgicos
que los portadores del alelo nativo (A/G y A/A). No encontramos asociacion del SNP
A534G con la eficacia de MTX en AR.

9.6 Sintesis

La probabilidad de conseguir baja actividad / remision en AR con MTX en monoterapia
fue menor en las mujeres, los fumadores activos, pacientes con Mantoux positivo,
enfermedad mas grave (mayor actividad basal, erosiones durante el primer afio y
manifestaciones extraarticulares) y necesidad de mayores dosis de MTX. Los pacientes
ACPA+ tuvieron mayor probabilidad de alcanzar la remision clinica.

Ademas, con independencia de los determinantes clinicos, los pacientes homocigotos



para el alelo mutado (genotipo T/T) del SNP MTHFR C677T tuvieron mayor probabilidad
de respuesta y de remisién, que los genotipos C/T y C/C, hallazgo congruente con la
disminucion del 70% de la actividad enzimatica (Ranganathan 2006b, Hider 2007). Sin
embargo, los pacientes homocigotos para el alelo mutado (genotipo C/C) del SNP
MTHFR A1298C tuvieron menor probabilidad de alcanzar baja actividad, pero no
remision, que los genotipos AA y AC. Al analizar la asociacién entre los SNP de MTHFR
T677C - A1298C observamos que los haplotipos C-Cy C-A tuvieron menor probabilidad
de respuesta y remision que los haplotipos T-C 'y T-A.

Las mujeres homocigotas para el alelo mutado (genotipo C/C) del SNP GGH T16C,
aunque con unos intervalos de confianza muy amplios, presentaron un incremento
importante de la probabilidad de respuesta, coherente con la disminucién de la hidrolisis
de MTXz.s.

Respecto a la toxicidad por MTX, la presentacion global de acontecimientos adversos fue
mas frecuente en mujeres, pacientes con mayor nimero de trastornos crénicos y menor
edad. También fue mas frecuente en los portadores del genotipo C/T del SNP
MTHFR_T677C y del genotipo C/C del SNP GGH_T16C y menos frecuentes en aquellos
con el genotipo A/G del SNP ADA_A534G, con independencia de los factores clinicos y
demograficos.

La elevacion de transaminasas se produjo con mayor frecuencia en pacientes con
Mantoux positivo, probablemente por la medicacidn tuberculostatica, y, de forma muy
importante e independiente de las variables clinicas, en los portadores del genotipo G/G
del SNP ADA_A534Gy en los varones (pero no las mujeres) con el genotipo C/C del SNP
MTHFR_A1298C.

Los varones (pero no las mujeres) con el haplotipo C-C de los SNPs C677T-A1298C del
gen MTHEFR tuvieron mas AA globales y, sobre todo, hepaticos, con independencia de
las variables clinicas.

La intolerancia digestiva fue mayor en mujeres, pacientes con Mantoux positivo y menor
edad. Por el contrario, fue menos frecuente en enfermos con el genotipo A/G del SNP
ADA_A534G y varones (pero no mujeres) con el genotipo A/A del SNP FPGS_G2572A en
los analisis ajustados.

La toxicidad hematologica por MTX fue mas frecuente en los pacientes con erosiones
Oseas y con mayor comorbilidad. En el analisis multivariante, los portadores del alelo
mutado del SNP ABCB1_C3435T (genotipos C/T y T/T) tuvieron este tipo de toxicidad
con menor frecuencia que los homocigotos wild type (C/C), sobre todo en las mujeres.

El alelo G del SNP ADA_534AGc mostrd un efecto protector, mientras que el genotipo
AC del SNP MTHFR_1298ACc aumento el riesgo de alopecia, con independencia de los
determinantes clinicos

Los pacientes con el genotipo C/C del SNP GGH_16TCc tuvieron sintomas
generales/neuroldgicos con mayor frecuencia que los de los genotipos T/T y T/C,
mientras que los portadores del alelo G (genotipos A/G y G/G) del SNP ADA_534AGc,



tuvieron menor frecuencia de este tipo de eventos que los monocigotos del alelo nativo.

No encontramos asociacion de ninguno de los polimorfismos con la suspension de MTX
por acontecimientos adversos. No obstante, los modelos para toxicidad tienen menor
capacidad explicativa que los relacionados con respuesta y remision.

9.7 Consideraciones finales

La farmacogenética persigue el tratamiento individualizado desde el comienzo de la
enfermedad, que permita aplicar oportunamente a cada paciente el farmaco que le
puede aportar el mayor beneficio con la menor toxicidad posible. Ademas de aportar
efectividad, este enfoque terapéutico permitiria un ahorro en costes directos e indirectos.

En el caso de la AR, facilitaria el tratamiento de los pacientes en fases muy tempranas,
cuando la carga celular es menor y los mecanismos de la enfermedad adn no estan muy
establecidos, consiguiendo la remision clinica mantenida y evitando la progresion del
dafo estructural y la incapacidad laboral. Ademas, la farmacogenética podria evitar o
disminuir la utilizacion de tratamientos empiricos innecesarios, y disminuiria el nUmero
de consultas médicas y controles analiticos necesarios para evaluar eficacia y toxicidad.

Sin embargo, la AR es una enfermedad muy compleja desde el punto de vista
etiopatogénico presentando una altisima variabilidad interindividual en todos los
aspectos, incluida la respuesta terapéutica. A pesar de contar con un farmaco reconocido
unanimemente como de primera eleccién para iniciar el tratamiento, desconocemos la
respuesta que va a presentar cada paciente. Los numerosos estudios farmacogenéticos
realizados hasta el momento no han permitido dilucidar esta cuestion. Una posible
explicacion a esta incertidumbre podria estar en relacion con el hecho de que la
respuesta al MTX esta determinada por una interaccién compleja de diversos factores,
como la farmacocinética y farmacodinamia del farmaco, las caracteristicas clinicas y la
variabilidad genética. La complejidad de esta interaccion hace que sea dificil dilucidar el
efecto de un SNP individual sobre los efectos clinicos, como la eficacia y la toxicidad. Las
caracteristicas no genéticas, como la edad, el sexo, las comorbilidades y las terapias
concomitantes afladen mayor complejidad a la interaccion, tal como se ha demostrado
en algunos estudios recientes.

En este trabajo, hemos intentado seleccionar los polimorfismos relacionados con el
desenlace del tratamiento con MTX, tras realizar una revision exhaustiva de la literatura
cientifica. Con este fin, hemos seleccionado SNPs relacionados con el acumulo
intracelular de MTX-PG (MDR1, FPGS y GGH), la transmetilacion (MTHFR) y la via de la
adenosina (AMDP1, ITPA y ADA). Sin lugar a dudas, el ndmero de polimorfismos
estudiados es pequefio y excluye polimorfismos relevantes, lo que constituye una
limitacion insalvable de nuestro estudio.

El estudio esta realizado sobre una cohorte uniforme de pacientes con AR, atendida en
un solo centro, con el mismo protocolo asistencial durante todo el seguimiento y
sometida al mismo tratamiento, MTX en monoterapia. Se ha realizado una revisién



meticulosa del historial clinico de los pacientes, para recoger las variables del estudio.
Para este objetivo, se elabord un cuaderno de recogida de datos (CRD) con las variables
mostradas en el . Ademas, se realizd una encuesta para confirmar y
suplementar la informacion recogida de la historia clinica. La muestra es necesariamente
pequefa, acorde con el area de salud.

El analisis de cada polimorfismo se realizé con modelos multivariantes, para independizar
su influencia de las variables clinicas que con frecuencia afaden confusién a los
resultados. Ademas, se estudiaron diferentes modelos de herencia.

La homogeneidad de la muestra, el tratamiento en monoterapia, la doble comprobacién
de los datos (revision de la historia y entrevista) y la rigurosidad del analisis estadistico
aportan fiabilidad a los resultados.

Un polimorfismo causa una alteracion en la funcién de la proteina codificada, pero no
una proteina no funcionante, por lo que la repercusién sobre el efecto de un farmaco es
pequefa. La alteracién de la funcién de una proteina puede ser diferente en cada
persona. Este efecto puede ser aln mas importante en una enfermedad con tanta
variabilidad como la AR, donde diferencias genéticas o epigenéticas relacionadas con la
enfermedad, caracteristicas individuales o variables clinicas, pueden tener mas influencia
sobre la respuesta terapéutica que un SNP individual relacionado con el metabolismo
del MTX. Todo esto puede explicar las discordancias observadas entre los diferentes
estudios, incluido el nuestro.

La farmacogenética es un campo de estudio apasionante para la individualizacion de los
tratamientos. Su progresion sera diferente segun las caracteristicas de las distintas
patologias y tratamientos. La realizacién de estudios prospectivos en cohortes de gran
tamafio y en etnias diferentes, que contemple las interacciones entre diferentes genes y
con factores ambientales acabara dando resultados aplicables en la practica clinica.
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2.1

2.2.

2.3.

3.1.

Como conclusién general, podemos afirmar que las caracteristicas clinicas y los
polimorfismos estudiados tienen influencia sobre la respuesta terapéutica, en
términos de eficacia y seguridad, de los pacientes con AR tratados con MTX en
monoterapiay pueden explicar, al menos en parte, la variabilidad de la respuesta.

. En pacientes con AR, se confirma que ser mujer, fumar, tener una enfermedad

mas grave (con DAS28 basal mas elevado y erosiones tempranas) y un Mantoux
positivo disminuyen la probabilidad de obtener una buena respuesta con MTX
en monoterapia. Faltaria por entender el mecanismo por el que la tuberculosis
se asocia a una peor respuesta a MTX.

La probabilidad de alcanzar la remision clinica es menor en mujeres, fumadores,
y pacientes con una enfermedad mas grave (con DAS28 basal mas elevado,
erosiones tempranas y manifestaciones extraarticulares) y que precisan dosis
mas altas de MTX. El tabaquismo se confirma como el principal factor
modificable de mala respuesta a MTX.

En cuanto a la toxicidad, los acontecimientos adversos, considerados
globalmente y relacionados con MTX, fueron mas frecuentes en pacientes del
sexo femenino, con comorbilidades y menor edad. Se sugieren como factores de
riesgo: el sexo y menor para la toxicidad digestiva, el Mantoux positivo para la
digestiva y la hepatica y la gravedad (erosiones y comorbilidad) para la
hematoldgica. La mayoria de los pacientes con Mantoux positivo recibieron
tuberculostaticos que pueden ser la causa de la toxicidad digestiva y hepatica,
pero faltaria por entender el mecanismo que subyace en la relacién inversa entre
edad y toxicidad.

Con independencia de las caracteristicas clinicas, la respuesta a MTX se asoci6 a
los SNPs de los genes MTHFR y GGH. Los pacientes con AR que son
homocigotos (T/T) para el polimorfismo de MTHFR_C677T tienen mayor
probabilidad de respuesta al MTX (baja actividad y remision), en concordancia
con la disminucién estimada del 70% de la actividad enzimatica. Sin embargo,



3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

los homocigotos (C/C) para el polimorfismo de MTHFR_A1298C tienen menor
probabilidad de respuesta al MTX (baja actividad), con independencia de los
determinantes clinicos. Los haplotipos C-Cy C-A de los SNPs C677T-A1298C del
gen MTHFR disminuyen la probabilidad de respuesta a MTX, sugiriendo que la
ausencia en el haplotipo del alelo 677T confiere una peor respuesta. Los hombres
homocigotos (C/C) del polimorfismo GGH_T16C, presentaron una menor
probabilidad de respuesta clinica que los genotipos T/T y T/C.

Con independencia de las caracteristicas clinicas, la toxicidad relacionada con
MTX en los pacientes con AR se asocio a los SNP de MTHFR, GGH 16TCc, ADA
534AGc y FPGS 2572GAc.

La toxicidad considerada globalmente parece ser mayor en los heterocigotos
(genotipo C/T) para MTHFR_T677C y en pacientes con el haplotipo C-C de los
SNP 677TCcy 1298ACc y menor en los heterocigotos (genotipo A/G) para ADA
534AGc.

La toxicidad hepatica se produjo con mayor frecuencia en pacientes
homocigotos (genotipo G/G) para el SNP ADA 534AGc y en hombres (pero no
en mujeres) homocigotos (genotipo C/C) para el SNP MTHFR 1298ACc y/o con
el haplotipo C-C de los SNP 677TCcy 1298ACc de MTHFR.

Los pacientes heterocigotos (A/G) para el SNP ADA 534AGc y los hombres (pero
no las mujeres) homocigotos (genotipo A/A) para el SNP FPGS_G2572A tuvieron
menos sintomas digestivos.

El alelo T de ABCB1_C3435T (genotipos C/T y T/T) parece tener un efecto
protector de toxicidad hematoldgica en mujeres (pero no en hombres).

La alopecia por MTX fue mas frecuente en los heterocigotos del SNP MTHFR
1298ACc y menos frecuente en los portadores del alelo mutado (genotipos A/G
y G/G) del SNP ADA 534AGc.

Los sintomas neurologicos se presentaron con mayor frecuencia en los
homocigotos (genotipo C/C) del SNP GGH 16TCc y con menor frec