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RESUMEN

La Artritis Reumatoide (AR) es una enfermedad crénica y de caracter autoinmune,
gue afecta a las articulaciones con cavidad articular. Se caracteriza por presentar
sintomas de inflamacion y dolor, que de no ser controlados producen deformidad y
disfuncionalidad de articulaciones, huesos y musculos, pudiendo llegar a producir
discapacidad. El tratamiento farmacologico esta orientado a disminuir la inflamacion
con diversos medicamentos inmunosupresores, uno grupo de ellos son los
anticuerpos monoclonales, que se encuentran incluidos en la Ley Ricarte Soto. Sin
embargo, a pesar de ser esta terapia el ultimo recurso para el control de la
inflamacion en estos pacientes, tienen un gran porcentaje de fracaso terapéutico,
ya que ningun examen de rutina permite evaluar el efecto del anticuerpo a
tempranas etapas de tratamiento y se debe esperar a el control médico a los 6
meses que orienta la continuidad o el cambio de terapia. Para esto se ha propuesto
a la Relacion Neutrdfilo/Linfocito (NLR), como un buen marcador inflamatorio para

la evolucion de la AR, que presenta una disminucién a los 3 meses de terapia.

Objetivo: Determinar la relacién neutrofilo/linfocito (NLR) en pacientes con Artritis

Reumatoide durante tratamiento biologico efectivo de 6 meses.

Metodologia: Se trabajé con una base de datos anonimizada de 91 pacientes del
Policlinico de Reumatologia deL Hospital HGGB de Concepcion en terapia bioldgica

y se clasificaron segun criterios de actividad de la enfermedad correspondiente al

Xi



afio 2014 de la EULAR. Para 41 pacientes que cumplian con los criterios de
inclusioén se calculé del hemograma la NLR con los valores absolutos de neutrofilos

y linfocitos en el tiempo de inicio y a los 3 y 6 meses de terapia bioldgica.

Resultados: Los 91 pacientes AR presentaron anticuerpos positivos: Factor
Reumatoide en 71,4% y Anti-CCP en 80,2%. Se determiné valor promedio de NLR
en pacientes con actividad; alta (2.82+2.95), moderada (2.17+1.86), baja
(1.68+0.62) y para los pacientes en remision (1.65+0.71), siendo significativamente
mas alta en el grupo de alta actividad de la enfermedad en comparacion con los
otros 3 grupos. La clasificacion segun la efectividad de la terapia arrojo respuesta
favorable en un 62.5% de los pacientes tratados con Abatacept 81.2% para
Adalimumab y de 88.9% para Etanercept. LA NLR en estos 3 grupos de pacientes
tratados con terapias bioldgicas efectiva fue 2.48 (p<0.05) antes del inicio de la
terapia biolégica, 1.77 para el primer control (3 meses) y 1.70 para el segundo
control (6 meses). En los pacientes refractarios, la NLR fue 2.95 para antes del inicio
de las terapias bioldgicas, y no mostraron cambios significativos con el primer
control 2.76 y segundo control 2,39. Al comparar NLR segun efectividad y tipo de
terapia bioldgica, solo los pacientes tratados con Adalimumab mostraron cambios

significativos de NLR al inicio y primer control y segundo control.

Xii



Conclusion: La NLR es un buen indicador de efectividad de terapia, cuando este
disminuye al tercer mes de tratamiento y es mas representativo en pacientes

tratados con Adalimumab.

xiii



ABSTRACT

Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic autoimmune disease that affects joints with a
joint cavity. This disease is characterized inflammation and pain, however, when
these symptoms are not controlled, they can cause deformity and dysfunction of
joints, bones and muscles, and can lead to disability. Pharmacological treatment
aims to decrease inflammation with several immunosuppressive drugs, including
monoclonal antibodies, which are included in the Ricarte Soto Law. However, in spite
of being the last resource for the control of the inflammation in these patients, they
have a great percentage of therapeutic failure, since no routine exam allows to
evaluate the effect of the biological therapy at early stages of treatment and it is
necessary to wait for the medical control at 6 months that orients the continuity or
change of therapy. For this reason, the Neutrophil/Lymphocyte Ratio (NLR) has
been proposed as a good inflammatory marker for the evolution of RA, which shows

a decrease after 3 months of therapy.

Aim: Determine the neutrophil/lymphocyte ratio (NLR) in patients with rheumatoid

arthritis during 6 months of effective biological therapy.

Methodology: We worked with an anonymized database of 91 patients from the
Polyclinic of Rheumatology of the Hospital HGGB of Concepcion in biological
therapy and classified them according to criteria of disease activity corresponding to

the year 2014 of the EULAR. For 41 patients who met the inclusion criteria, the NLR
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was calculated from the hemogram with the absolute values of neutrophils and

lymphocytes at the time of initiation and at 3 and 6 months of biological therapy.

Results: All 91 RA patients presented positive antibodies: Rheumatoid Factor in
71.4% and Anti-CCP in 80.2%. Average value of NLR was determined in patients
with activity; high (2.82+2.95), moderate (2.17+£1.86), low (1.68+0.62) and for
patients in remission (1.65+0.71), being significantly higher in the group of high
disease activity compared to the other 3 groups. The classification according to the
effectiveness of therapy showed a favorable response in 62.5% of patients treated
with Abatacept 81.2% for Adalimumab and 88.9% for Etanercept. The NLR in these
3 groups of patients treated with effective biological therapies was 2.48 (p<0.05)
before the start of biological therapy, 1.77 for the first control (3 months) and 1.70
for the second control (6 months). In the refractory patients, the NLR was 2.95 for
before the start of biological therapies and showed no significant change with the
first control 2.76 and second control 2.39. When comparing NLR according to
effectiveness and type of biological therapy, only patients treated with Adalimumab

showed significant changes in NLR at baseline and first control and second control.

Conclusion: A reduction in the NLR at the third month of treatment is a good
indicator of therapy effectiveness and is more representative of patients treated with

Adalimumab.
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1. INTRODUCCION

1.1. Artritis Reumatoide

1.1.1. Definicién de la Artritis Reumatoide, epidemiologia en Chile e
introduccién ala problemética

Las enfermedades reumaticas (ER), son aquellas enfermedades que afectan
principalmente al tejido conectivo, estructura responsable del soporte de tejidos y
organos del cuerpo humano. Dentro de estas ER, se encuentran algunas
enfermedades de origen autoinmune, en las cuales el sistema inmune pierde la
tolerancia a ciertas estructuras o porciones de un constituyente de un tejido o célula,
produciendo un ataque mediado por células y anticuerpos, que genera procesos
inflamatorios y en consecuencia la destruccion de la estructura diana,
desencadenando una patologia de dificil manejo, con sintomatologia especifica,
gue de no ser controlada puede producir un gran dafio en el paciente (Oliva et al.,

2012).

La Artritis Reumatoide (AR) es una enfermedad reumatica caracterizada por una
inflamacién crénica en la membrana sinovial de las articulaciones con movimiento

libre y cavidad articular, denominadas articulaciones diartrodiales (Cael, 2012). Esta



patologia a su vez se clasifica como enfermedad de origen autoinmune, ya que es
producida por una exacerbacion del sistema inmune que tiene como diana la
membrana sinovial; y también, se clasifica como enfermedad sistémica,
caracterizada por una inflamacion poliarticular y simétrica de pequefias y grandes
articulaciones; también con rigidez matutina de las mismas de mas de 30 minutos
de duracién (Ortiz y Laffon, 2000), pudiendo desencadenar otras complicaciones
como vasculitis, glomerulonefritis y endocarditis. Sin embargo, la etiologia es aun
desconocida y pese al aumento significativo de investigaciones asociadas con los
mecanismos fisiopatolégicos de la AR, los resultados siguen sin ser concluyentes.
En los ultimos afios, se han descrito varios factores que predisponen a los pacientes
a padecer esta enfermedad, tales como el ambiente, la nutricion, el tabaquismo, la
geografia y la etnia (Oliva et al., 2012), entre otros, considerando la AR como el
resultado de la interaccion de un antigeno desencadenante y una genética

predisponente (Lozano, 2001).

Sin duda, el sintoma mas caracteristico de la AR, ademas de la inflamacion, es el
dolor. Este, es mediado por la inflamacién articular en primera instancia, pero al no
ser controlado el cuadro, se desencadenan una serie de dafios a la membrana
sinovial y a las estructuras adyacentes, pudiendo provocar lesiones importantes,
como la ruptura de tenddn por injuria constante en la membrana sinovial que recubre
el tendon. En el caso del tejido 6seo, este se ve claramente afectado por el cuadro
inflamatorio, produciendo en primera instancia luxacién de los huesos, para seguir

con una erosion que genera dolor crénico. Los pacientes con AR presentan
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reduccion en la movilidad articular, fuerza muscular, resistencia y capacidad
aerdbica en comparacion con personas sanas; lo que puede dar lugar a limitacion
en el desempefio de las actividades de la vida cotidiana en mayor o menor grado, y

por consiguiente disminucion de la calidad de vida (Oliva et al., 2012).

Un estudio realizado en Chile reporta que el 80% de las consultas realizadas por
esta patologia en atencion primaria, son hechas por mujeres; de éstas, se pondera
gue por cuatro mujeres solo hay un hombre que padece la enfermedad (Guzméan y

Donaire, 2012).

Un gran porcentaje de poblacion chilena ain no es diagnosticada o ha sido
diagnosticada erroneamente, sin embargo sigue siendo una de las causas mas

frecuentes de consultas médicas reumatoldgicas en la actualidad.

El dnico estudio a nivel poblacional realizado en Chile estimé la prevalencia de la
enfermedad en 0.46% (IC 95% 0.24 a 0.8). Considerando estos ultimos valores y
poblacién del censo del afio 2002, implicaria que el nUmero de personas con AR en

Chile estaria entre 27.000 y 90.000 pacientes (Informe de carga atribuible, 2008).

El gran porcentaje de la poblacién que padece esta patologia, acompafado de la
elevada repercusion que poseen sus secuelas en la vida cotidiana, convierte a la
AR en un considerable problema de salud publica. Teniendo en cuenta que la AR

es una patologia cubierta por las Garantias Explicitas en Salud (GES), y que la gran



mayoria de los pacientes con la enfermedad en estados avanzados es propensa a
requerir licencias médicas y reportar invalidez, se deben considerar todos los
factores que permitan prevenir las secuelas a largo plazo y dar una mejor calidad

de vida al paciente.

1.1.2. Métodos de evaluacion y seguimiento de la actividad de la Artritis
Reumatoide

1.1.2.1. indice de la actividad de la enfermedad

Se han desarrollado multiples métodos para obtener una apreciacion del estado del
paciente con AR, entre ellos destacan el Health Assessment Questionnaire-
Disability Index (HAQ-DI) de Stanford, las puntuaciones ACR20-50-70 del Colegio
Americano de Reumatologia (ACR) y el indice combinado de actividad de la
enfermedad (DAS) por su sigla en inglés (disease activity score). Este ultimo ha sido
el mas empleado ya que a diferencia de las puntuaciones ACR, el DAS es una
medida de rango continuo, de tipo lineal y que no precisa establecer un punto de
referencia previo, dando paso a una medicion continuada del estado de actividad

clinico tanto en pacientes individuales como en ensayos clinicos (Belmonte, 2008).



1.1.2.1.1. Variables cuantificadas en DAS-28

ElI DAS es una férmula matematica, que incluye cuatro variables, de las cuales sélo
tres se utilizan en las dos formulas existentes de DAS para AR y es en dos de estas
variables que se cuantifican articulaciones de diferentes caracteristicas. Las
articulaciones que se evallan son 28, es por eso que ademas de la denominacién
de la férmula se le agrega el numero 28 (DAS28), y se refiere a articulaciones de
las rodillas (2), mufecas (2), hombros (2), codos (2) y de las manos,
mercaptofalangicas (10) e interfalangicas proximales (10), esquematizadas a

continuacion en la ilustracion 1-1.

llustraciéon 1-1: Diagrama de las articulaciones cuantificadas en AR (Guia clinica

para la AR, MINSAL, 2014)



Las variables cuantificadas son:

a. Articulaciones Inflamadas, también denominadas sinovitis. El médico tratante
es el encargado de observar y palpar la inflamacion de las articulaciones del
paciente. Es posible cuantificar el grado de inflamacion a través de

ecografias, para obtener un resultado mas preciso.

b. Articulaciones Dolorosas, también denominadas artralgias. El paciente
refiere al médico cuéales son las articulaciones donde siente dolor. Es una
variable cuestionada por la subjetividad del paciente, dado que se debe
a una patologia de caracter cronico y que produce secuelas, donde el dafio
0seo suele ser bastante pronunciado, por lo que frecuentemente existe dolor
en la zona afectada que no se debe necesariamente a la inflamacion de las
articulaciones ni tiene por qué estar relacionada con la actividad de la

enfermedad.

c. Evaluacion general de salud (EVA): es indicado por el paciente al médico
tratante. Corresponde a una escala numerada del 0 al 100 que evalua
cualitativamente el estado del paciente. EI niumero 0 hace referencia a “lo
mejor que se ha sentido” y el numero 100 a “lo peor que se ha sentido”. Si

bien, el EVA solo estéa relacionado a la artritis reumatoide, muchas veces los



pacientes que padecen otras patologias y/o afecciones emocionales,

informan valores cuestionables dada la evidente subjetividad de esta escala.

Finalmente, la ultima variable que se incluye en la férmula de DAS28,

corresponde a un marcador bioldgico intercambiable segun el criterio del

médico tratante y la recomendacion de la guia clinica del pais. Se denominan

DAS28-VHS y DAS28-PCR segun el marcador inflamatorio, que se detallan

a continuacion:

Velocidad de eritrosedimentacion globular (VHS): En estado
fisioldgico, la agregacion de los eritrocitos ocurre lentamente debido a
gue los eritrocitos poseen carga neta negativa, por lo tanto, se repelen
y sedimentan lentamente. Por otro lado, en condiciones patoldgicas,
las proteinas de fase aguda con carga positiva, asociadas a procesos
inflamatorios, neutralizan la carga del eritrocito, aumentando la
eritrosedimentacion, por lo que a mayor cantidad de milimetros de
sedimento formados en una hora se asocian con un mayor proceso de
inflamacion. Por esto la VHS mide la velocidad de agregacion de los
eritrocitos para apilarse y formar las denominadas “pilas de monedas”

(Campuzano, 2010).

Proteina C reactiva (PCR): forma parte de la inmunidad innata y su

sintesis es inducida como respuesta al dafio tisular por infecciones,
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inflamacion o neoplasias. Es sintetizada por hepatocitos y células del

endotelio vascular (Amezcua et al., 2007).

La VHS y la PCR, actian como marcadores generales de inflamacién, por lo
gue se elevan en diversos procesos patolégicos que incluyen, infecciones,
infartos, traumatismos o enfermedades reumatologicas. Estos se suelen
considerar como parametros inespecificos de diagnéstico y marcadores de

severidad.

Los resultados obtenidos son cuantificables y clasifica a los pacientes en cuatro
grupos segun la actividad de la enfermedad. En Chile se utiliza el valor DAS28-VHS,
gue permite entregar antecedentes a los médicos reumatélogos acerca de la
mantencion o cambio de la terapia farmacoldgica. Estas recomendaciones siguen
la indicacion de la Liga Europea contra el Reumatismo o EULAR, que en el afio
2014, publicé las ultimas pautas de clasificacion para pacientes con artritis
reumatoide, ya que hasta la fecha no se han realizado modificaciones, y es la
clasificacion que recomienda la guia clinica para la AR del MINSAL, del mismo afio

(Smolen, 2014) (Tabla 1-1).



Tabla 1-1: Clasificacion de la actividad de la enfermedad, para pacientes con AR

segun valor de DAS28-VHS.

Valores DAS28-VHS Actividad de la Enfermedad
Mayor a 5,1 Actividad Alta
Entre 3,2y 5,1 Actividad Moderada
Menor a 3,2 Actividad Baja
Menor a 2,6 Remision

1.1.2.2. Serologia

Ante la sospecha de que un paciente padezca AR, ademas de evaluar su
sintomatologia clinica y con la finalidad de entablar un diagndstico inicial
confirmatorio, se deben realizar al menos dos pruebas de laboratorio. Estas pruebas

son:

a. Factor Reumatoide (FR): este factor es un auto-anticuerpo dirigido a la
fraccidn constante de la inmunoglobulina G (IgG), producido por la pérdida
de la tolerancia del sistema inmune a las estructuras propias del organismo,
reconociendo algunas estructuras como antigenos y desencadenando la

respuesta inflamatoria. Este pardmetro es positivo en algunos pacientes con



AR, sin embargo, ha demostrado tener una baja sensibilidad para determinar
la progresiéon de la AR y poca especificidad, ya que es positivo en muchas

otras enfermedades del tipo autoinmune (Mendoza, 2015).

. Anticuerpos Anti-Péptido Citrulinado (Anti-CCP): es el marcador mas
relevante y especifico para determinar el diagnéstico de artritis reumatoide.
La citrulinaciébn de proteinas es producto de la accion de la enzima
peptidilarginina deiminasa (PAD) sobre la arginina, en respuesta a las cuales
se generan anticuerpos que reconocen como epitope a la porcion citrulinada
de las proteinas, desencadenando una respuesta autoinmune inflamatoria
(Olivares, 2011). Es una potente herramienta diagnostica en AR,
especialmente en aquellos cuadros de presentacion temprana. La
sensibilidad del examen es de 60 a 70% en etapa temprana, aumentando de
60 a 80% en pacientes con la enfermedad establecida y con una
especificidad de 80 a 95%. Este parametro no responde de manera lineal,
por ende, no puede ser utilizado como biomarcador de progresion de la

enfermedad.

La presencia y valor positivo de estos biomarcadores es de gran importancia

diagndstica, dado que FR y Anti-CCP, tienen un alto valor predictivo. Segun algunos

autores, la presencia de ambos marcadores podria ocurrir antes que la aparicion

clinica de la enfermedad, abriendo la potencial oportunidad de tratar la enfermedad

antes de su aparicion clinica (Wainstein, 2012).
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1.1.3. Tratamiento Farmacoldgico de la Artritis Reumatoide.

La terapia farmacoldgica es un pilar fundamental en la evolucién de la AR, siendo
el mecanismo de accion inmunosupresor el predominante de todos los
medicamentos utilizados. La disminucién de la actividad del sistema inmune permite
el control de la inflamacion de la membrana sinovial, reduce el dolor y disminuye las
secuelas producidas por la enfermedad. El Colegio Americano de Reumatologia
establece que el objetivo de la terapia farmacolégica es la remision de la

enfermedad y si esto no es posible, propiciar el menor grado de inflamacion.

Cuando el paciente es diagnosticado con artralgias es derivado a un médico
reumatélogo, quien realiza una evaluacion general de salud e incluye examenes
serologicos para confirmar la enfermedad. Segun la actividad clinica y la
clasificacion de severidad de la enfermedad se determina el tratamiento

farmacoldgico mas adecuado (llustracion 1-2).

1.1.3.1. Farmacos antirreumaticos modificadores de la enfermedad

Los medicamentos de primera linea para el tratamiento de la artritis reumatoide son
los farmacos antirreuméaticos modificadores de la enfermedad o FARMEs, entre los
cuales se encuentran variados mecanismos de accidn de caracter inmunosupresor.

En la clasificacion segun severidad, se encuentran las formas leves, moderadas y
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graves. Para las formas leves es de primera eleccién la Hidroxicloroquina y la
Sulfasalazina, ya que son medicamentos seguros e ideales para pacientes sin dafio

articular y con una baja actividad de la enfermedad.

Para los pacientes con formas moderadas a graves, se recomienda como primera
opcidn el metotrexato, medicamento que inhibe la formacion de bases nitrogenadas
y por consiguiente impide la replicacion de ADN y posterior proliferacion celular,
tiene una larga trayectoria, un perfil de seguridad establecido y una elevada
reputacion en cuanto al control de la enfermedad. Como alternativas a la terapia con
metotrexato, que puede ser descontinuada al observar efectos adversos graves o
intolerancia, se encuentra la leflunomida, la azatioprina, ciclofosfamida y

ciclosporina.

Cuando la terapia de primera linea es ineficaz y se han utilizado mas de 3 FARMES
en combinacion, los pacientes con AR son candidatos para el uso de terapia
biolégica con anticuerpos monoclonales, incorporada en la Ley Ricarte Soto. Esta
ley fue promulgada en el afio 2015, para cubrir el gasto de medicamentos y pruebas
de diagndstico de alto costo, para patologias que no cubren las garantias explicitas

en salud (Ley N° 20850, 2015).

1.1.3.2. Terapias farmacologicas complementarias
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Como terapias complementarias se utilizan los antiinflamatorios no esteroidales y
los glucocorticoides, que son utilizados en formas intermitentes y no son de eleccion
para monoterapia. En el caso de los antiinflamatorios no esteroidales sélo son
utilizados para el control de la sintomatologia, de forma transitoria al inicio del
diagnéstico o cuando ya hay secuelas de la enfermedad, se recomienda el uso de
ellos a la menor dosis efectiva, por los efectos adversos gastrointestinales que son
capaces de generar, asi como el aumento del riesgo cardiovascular, ambos
producidos por la disminucion de la produccion de prostaglandinas, que son muy
importantes en los procesos de secrecion de sustancias protectoras del sistema

gastrointestinal y sustancias vasodilatadoras (Guia Clinica para la AR, 2014).

En el caso de los glucocorticoides, éstos son utilizados por el menor tiempo posible
y en las dosis minimas efectivas, debido a sus nhumerosos efectos adversos, entre
ellos el mas relevante para el paciente con AR es la osteoporosis, ya que estos
inhiben la produccion, proliferacion, maduracion y actividad de los osteoblastos, que
son las células productoras de matriz 6sea, a la vez que incrementan la apoptosis
de osteoblastos maduros y osteocitos, produciendo fragilidad Osea y por
consiguiente un alto riesgo de fracturas (Gutiérrez, 2003), por lo que se

recomiendan solo para controlar cuadros de inflamacion exacerbada.
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Tratamiento farmacolégico Tratamiento No farmacolégico

l
[ 1

| Formas leves I Formas moderadas y graves
. : I 2 l
Hldroxuclorot?mm Metotrexato Alivio del dolor y
Sulfazalasina ] Control de la inflamacién:
Prednisona s 10 mg
Leflunomida AINE
Sulfasalazina Analgésicos

Combacnes Evaluacion periddica:

MT’:A;:? ;FSSZ Respuesta terapéutica
MTX + otro FARME i Efectos .advers'os
Riesgo de infecciones
r Comorbilidad
Terapias biologicas
Monoterapia o Asociado a
MTX

llustracién 1-2: Flujograma del manejo terapéutico del paciente con artritis

reumatoide (Guia clinica para la AR, MINSAL, 2014).
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1.1.3.3. Pacientes refractarios a la terapia convencional

Los pacientes con AR deben cumplir con ciertos requisitos para poder optar a la
terapia con anticuerpos monoclonales, luego de ser definidos como pacientes
refractarios a la terapia con FARMEs. Primero, deben realizar dos controles con al
menos un mes de diferencia, donde sea calculado el DAS28-VHS y en ambos
controles se debe obtener un resultado mayor a 5,1. Segundo, se deben realizar
estudios exhaustivos en relacion a infecciones complejas, como la tuberculosis
latente, virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH), virus de la Hepatitis B y la
evaluacion de la reactivacion del virus Herpes Zoster. Tercero, se debe administrar
al paciente, la vacuna antineumococica antes del inicio de la terapia bioldgica y
segun corresponda en el calendario de vacunacion, la vacuna anti-influenza.
Finalmente y con todos los requisitos ya cumplidos, el paciente con AR refractario
a la terapia convencional con FARMEs, puede postular a la Ley Ricarte Soto y por

consiguiente a la terapia bioldgica.

Luego de la inclusién de estos pacientes en la Ley Ricarte Soto, se debe administrar
el anticuerpo monoclonal por un periodo de tres meses, hasta la primera evaluacion
médica. Se espera que en este tiempo, el medicamento produzca algun efecto en
el paciente o de lo contrario se decida si la terapia fue efectiva o no a los seis meses
de tratamiento. De este modo se actla en consecuencia y se opta por cambiar el

anticuerpo o mantener la terapia actual (Protocolo 2018, MINSAL).
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1.1.3.4. Anticuerpos Monoclonales

En Chile, estos medicamentos estan disponibles para el tratamiento de la AR activa
refractaria al tratamiento habitual, entre estos, la primera linea de anticuerpos
monoclonales es: Infliximab, Etanercept, Adalimumab, Golimumab, Certolizumab,
Abatacept, Tocilizumab y Tofacitinib; y de segunda linea: Rituximab (Protocolo

2018, MINSAL).

Los pacientes con AR atendidos en el Policlinico de Reumatologia de HGGB utilizan

con mayor frecuencia tres tipos de terapias biolégicas iniciales:

a. Abatacept: es un inhibidor de la co-estimulacion de la célula presentadora de
antigeno al linfocito T, este paso es mediado por el receptor B7 de la célula
presentadora de antigeno y el receptor CD28 del linfocito T. Abatacept es una
proteina de fusion con mayor afinidad que la proteina CD28, por la proteina B7,
impidiendo la presentacion antigénica y a su vez inhibiendo la activacion de la

célulaT.

b. Etanercept: es una proteina de fusién que posee una parte de inmunoglobulina

humana y una porcion del receptor del factor de necrosis tumoral (TNF-a),
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actuando como falso receptor de la citoquina e impidiendo que se desencadene

la respuesta inflamatoria.

c. Adalimumab: anticuerpo humano monoclonal que se une especificamente al
TNF-a bloqueando su interaccion con sus receptores celulares, inhibiendo la

produccion de citoquinas, reduciendo la inflamacion y destruccion de tejidos.

Los pacientes refractarios a la terapia con FARMES, usuarios de terapia bioldgica,
tienen altos indices de actividad de la enfermedad y se catalogan como pacientes
descontrolados, muy propensos a desarrollar secuelas. De estos se reporta que
entre un 20 y 40% de los pacientes con AR fallan a la primera terapia biolégica
administrada (Lara et al., 2007), que se evalua recién a los 6 meses de tratamiento.
El gasto en salud publica de una terapia inefectiva es de gran relevancia, dado el
elevado costo econdémico de estos medicamentos; por ejemplo, la terapia anual de
Rituximab tiene un valor promedio de seis millones de pesos chilenos (precios
vigentes para el afio 2019, CENABAST), que se traducen en pérdida de dinero en
pacientes con tratamiento inefectivo. Por este motivo, describir un nuevo método de
evaluacion de la AR, es necesario para contrarrestar las secuelas, el gasto en salud
y permitir la eleccion apropiada de la terapia bioldgica, logrando de este modo, un
tratamiento mas efectivo sobre el estado inflamatorio real del paciente. El

seguimiento de la terapia en etapas precoces aseguraria la intercambiabilidad de la
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terapia en aquellos pacientes refractarios o permitiria mantener la terapia actual en

aquellos pacientes con respuesta positiva.

1.2. El hemogramay su utilidad en enfermedades relacionadas al sistema

inmune.

El hemograma es por excelencia el examen de rutina mas comun para una
apreciacion general de salud de los pacientes. Su utilidad en la observacion de
diferentes caracteristicas de los componentes celulares de la sangre, lo hace una
muy buena opcion de seguimiento en numerosas enfermedades y ayuda a orientar
al médico a solicitar exdmenes complementarios que permitan agilizar el diagndéstico
de una patologia. La sangre periférica constituye el objeto del hemograma, analisis
gue reune las mediciones, en valores absolutos y porcentuales y agrega el aspecto
morfolégico de las tres poblaciones celulares, leucocitos, eritrocitos y plaguetas

(Torrens, 2015).

1.2.1. Eritrocitos

Conocidos comunmente como células sanguineas rojas. Son cuantificados vy
caracterizados en el hemograma, donde se realiza una evaluacion de los indices
eritrocitarios establecidos por Wintrobe en los afios 30, permitiendo indicar con
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precision cuanto mide un eritrocito promedio, su volumen, peso y concentracion de

hemoglobina (Panizio, 2009).

a. VCM (Volumen Corpuscular Medio): promedio del volumen de cada eritrocito.
Permite identificar macrocitosis, microcitosis 0 normocitosis en la muestra.

b. HCM (Hemoglobina Corpuscular Media): representa la carga media de
hemoglobina de cada eritrocito. Permite identificar normocromia e
hipocromia.

c. CHCM (Concentracion de Hemoglobina Corpuscular Media): representa la

concentracion media de hemoglobina de cada eritrocito.

La alteracion mas frecuente que se puede inferir al interpretar un hemograma es la
anemia. El uso de los indices eritrocitarios VCM (tamafio) y CHCM (cromia),
combinado con el recuento reticulocitario, permite orientar la busqueda etiolégica,
clasificando la anemia como: normocitica-normocromica, microcitica-hipocromica,
macrocitica o regenerativa. Pero también es de utilidad en la sospecha de
enfermedades genéticas como la talasemia o la policitemia vera, que alteran los
valores normales de eritrocitos en sangre periférica; enfermedades raras que
requieren examenes especificos para su confirmacion diagndstica, pero que son

previamente identificadas ante la inquietud de un hemograma alterado.
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1.2.2. Plaquetas

La cuantificacion de plaquetas es de gran utilidad en el diagndstico de algunos tipos
de leucemias, anemias, patologias autoinmunes y enfermedades genéticas. A la
sobreproduccién de éstas se le denomina trombocitosis y a la carencia

trombocitopenia.

1.2.3. Leucocitos

Son constituyentes del sistema inmune, responsable de la proteccion ante cualquier
tipo de infeccidbn o molécula extrafa, su accion es a través de diversos mecanismos
gue se activan dependiendo del tipo de patdgeno y/o del tiempo de exposicion ya
medida que se dificulta la erradicacion del antigeno, este sistema recurre a métodos
mas especializados y especificos para desarrollar la inmunidad. Las principales
funciones del sistema inmune son, defensa contra microorganismos e
inmunovigilancia contra la emergencia de tumores o de enfermedades

autoinmunes, ademas de alergias (Toche, 2012).

En general, el sistema inmune tiene dos tipos de respuesta ante la invasién de un
patdgeno, las que se clasifican en respuesta inmune innata y en respuesta inmune
adquirida, las que se diferencian entre si por el tiempo, tipo de respuesta frente a

un patodgeno y sus principales componentes para llevar a cabo la respuesta inmune;
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sin embargo, ambas actian de manera sinérgica en el ataque contra el

microorganismo, dando como resultado la respuesta inmune completa.

1.2.3.1. Lalnmunidad Innatay sus componentes

La inmunidad innata, también conocida como inmunidad inespecifica, es un tipo de
respuesta inmune presente en el organismo desde el nacimiento, comprende una
serie mecanismos que eliminan o bloquean el paso de un agente infeccioso. Este
tipo de respuesta inmunitaria actua durante las primeras 12 horas de infeccion por
un patégeno y corresponde a la primera linea de defensa del organismo, ya que
posee mecanismos pre-existentes que se activan de manera rapida y que preceden

a la Inmunidad adaptativa. Sus componentes son:

I.  Epitelio: el organismo esta formado por mdltiples tejidos epiteliales
gque cumplen la funcibn de barrera y tienen un importante rol
preventivo frente a la exposicion de agentes infecciosos, el bloqueo
mecanico que generan estas barreras fisicas protege de agentes
contaminantes la sangre, el intersticio y los 6rganos, y ademas tiene
la capacidad de secretar sustancias que neutralizan e inhiben algunos

agentes patégenos.

ii. Complemento: es un complejo sistema de proteinas que circulan de

forma inactiva en el plasma y tienen tres vias diferentes de activacion,
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la via clasica, alterna y de las lecitinas. Sus principales mecanismos
de accion son: opsonizacion de patégenos (ayuda al reconocimiento
de las células del sistema inmune), producciéon de péptidos
proinflamatorios (aumentan la permeabilidad de los vasos sanguineos
y facilitan la llegada de leucocitos), y activacion de linfocitos (Zipfel,

2009).

Neutroéfilos: son leucocitos polimorfonucleares, de origen mieloide,
que cumplen la funcion de fagocitar agentes extrafios. Poseen
capacidad de adhesion a la pared endotelial, que les permite migrar al
espacio extravascular a través de pseudopodos formados por
proteinas de actina y miosina, permitiendo el movimiento contractil.
Una vez que los neutrdfilos llegan al sitio blanco, donde se encuentra
el patégeno, son capaces de fagocitarlos y destruirlos a través de dos
mecanismos: uno oOxido dependiente, donde el oxigeno es
transformado en i6n superoxido, que luego generara peréxido de
hidrogeno y éste en combinacidén con la mieloperoxidasa, formara el
acido hipocloroso que actia como un potente microbicida; por su parte
el otro mecanismo que es oxigeno independiente, tiene su efecto por
accibn de agentes antimicrobianos como la elastasa y la
metaloproteinasa, encargadas de generar el efecto microbicida

(Barbieri et al., 2005).
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Vi,

Natural Killer (Células NK): son células de origen linfoide que tienen
un importante papel en la lisis de células tumorales y de células
infectadas por virus, ademas, son potentes productoras de
moduladores de la respuesta inmune (citoquinas y quimioquinas),
entre las que encontramos al interferéon gamma (IFN-g) y al TNF-a

(Afani et al, 2006).

Macrofagos: maduran desde los monocitos y se pueden diferenciar en
células dendriticas. Tienen actividad fagocitica limitada y juegan un
papel crucial al conjugar el sistema inmune innato con el adquirido,
actuando como célula presentadora de antigenos. Ademas, participan
en la degradacion de antigenos, lisis bacteriana y secrecion de

citoquinas (Toche, 2012).

Patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPS): son
receptores celulares, estructuras o patrones moleculares que permiten
la diferenciacion del microorganismo por las células del sistema
inmune, permitiendo su reconocimiento. Entre ellos se encuentran: los

del tipo Toll, scavenger y lectinas tipo C (Vega, 2008).
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vii.  Citoquinas: también denominadas interleuquinas (IL), son moléculas
de origen proteico, secretadas por los leucocitos en respuesta a
microorganismos y otros antigenos. Las citoquinas estimulan el
crecimiento y diferenciacion de los linfocitos y monocitos (Kunkel y
Butcher, 2002). Actban en diferentes células y diferentes citoquinas
producen el mismo efecto, teniendo un efecto sinérgico en la
respuesta inmune. En la actualidad poseen una gran importancia
como blanco terapéutico para el tratamiento de diversas

enfermedades inflamatorias del tipo autoinmune.

1.2.3.2. Lalnmunidad adaptativa y sus componentes

La inmunidad adaptativa, también conocida como inmunidad especifica o adquirida.
Corresponde a la respuesta del organismo frente a una infeccion, que ha sido
adquirida y/o aprendida con el tiempo. Cuando la inmunidad innata no es capaz de
controlar un cuadro infeccioso, se recurre a células especializadas que trabajan en
conjunto para erradicar el agente infeccioso; éstas, luego de un primer encuentro,
generan memoria inmunoldgica en el sistema inmune adaptativo, permitiendo
reconocer oportunamente una nueva infeccion por el mismo agente, atacandolo de
forma rapida y efectiva, por lo que, gracias a la capacidad de los linfocitos de
expresar receptores a los diferentes antigenos, se hace posible reconocer la
totalidad de antigenos existentes. Los receptores involucrados son receptores de
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linfocitos T (TCR) y receptores de linfocitos B (BCR) (Toche, 2012). Se destaca
ademas, que este sistema tiene dos componentes generales, uno celular y el otro

humoral:

1.2.3.2.1. Celular

a. Células presentadoras de antigeno (APC): son células dendriticas o
macrofagos, que cumplen el rol de presentar el antigeno asociado al
complejo mayor de histocompatibilidad (HLA) al linfocito T. El antigeno de
origen proteico puede ser presentado en su forma lineal (péptido) por el
HLA de clase | al linfocito T citotoxico o por el HLA de clase Il al linfocito T
helper (TH). El linfocito B es capaz de reconocer directamente al antigeno en

su forma lineal o conformacional. (Gallastegui et al., 2002)

b. Linfocitos T: existen dos tipos de linfocitos T, que poseen diferentes

funciones en el desarrollo de la inmunidad adaptativa.

I. Los linfocitos T helper, también conocidos como CD4+ por su
marcador de superficie (CD), tienen un rol protagonico en la secrecion
de citoquinas, por lo que se han clasificado segun el tipo de citoquina
predominante que secretan, lo que determina el tipo de funciones

efectoras de los linfocitos. Dentro de estos, tenemos:
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e TH 1: se diferencian en presencia de IL-12 y se encuentran
principalmente en infecciones por bacterias intracelulares, virus

y algunos parasitos.

e TH 2: se diferencian en presencia de IL-4, frente a la exposicion
de alérgenos y algunos helmintos, induciendo la produccién de
IL-5, que ayuda al reclutamiento y maduracion de eosindfilos.
Por otra parte, inducen la diferenciacion de la linfocito B a célula

plasmatica para la produccion de Inmunoglobulina E (IgE).

ii. Los linfocitos T citotoxicos, también conocidos como CD8+ por su
marcador de superficie (CD), cumplen el rol de destruir antigenos

especificos, lisar células infectadas y tumorales.

c. Linfocitos B: son células que cumplen variadas funciones, entre las que
destaca la diferenciacion a célula plasmatica para la produccion de
anticuerpos. Estos linfocitos tienen un rol activo en el reconocimiento de
antigenos a través del BCR y en casos especiales también puede tomar el

rol de APC (Rincon et al., 2017).
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1.2.3.2.2. Humoral

a. Anticuerpos: también denominadas inmunoglobulinas (Ig), son
sintetizados por las células plasmaticas y tienen dos fracciones principales:
la fraccion constante y la fraccion variable. La primera es la responsable de
la unién a macroéfagos para ayudar al reconocimiento del antigeno, mientras
gue la segunda es especifica para el reconocimiento del epitopo, donde se
encuentra una region denominada hipervariable con una secuencia de
aminoacidos especifica para el reconocimiento. Son funciones principales de
los anticuerpos, activar al Complemento, mediar funciones de las células NK
y macrofagos y opsonizar el antigeno para facilitar el reconocimiento por las
células del sistema inmune. Son cinco clases de inmunoglobulinas que

difieren en su estructura y funcién, las cuales son: IgG, IgA, IgM, IgD, e IgE.

El hemograma permite evaluar los estados inflamatorios a través de las células que
componen el sistema inmunoldgico, desde los puntos de vista fenotipicos y
funcionales, se realiza un recuento de leucocitos totales y el recuento diferencial de
los leucocitos circulantes en sangre periférica. El recuento diferencial implica
cuantificar las series hematopoyéticas granulociticas polimorfonucleares, donde se
encuentran basofilos, eosinéfilos y neutrofilos, y la serie linfocitico mononuclear, que
agrupa a linfocitos y monocitos. La proporcién de cada una de estas series en

sangre periférica responde a diversos estimulos y estados fisiolégicos y patolégicos
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del individuo, que puede ser informada como porcentaje respecto a la totalidad o
valor absoluto de leucocitos circulantes, que corresponde a la cantidad de células

en una unidad de volumen.

El porcentaje normal para el recuento diferencial es para neutréfilos entre 40% y
70%, para linfocitos entre 25% y 40%, para monocitos entre 2% y 8%, para

eosindfilos entre 0 y 5% y para basofilos entre 0 y 1% (Blumenreich, 1990).

Respecto de los valores absolutos, éstos tienen un amplio rango de valores en
estado fisiolégico y son Utiles para el diagnostico de enfermedades carenciales o de
sobreproduccion de estas células. Los neutrofilos se encuentran entre 1.500 y
6.000, los linfocitos entre 1.000 y 4.500, los monocitos entre 100 y 700, los
eosindfilos entre 50 y 450 y finalmente los basdfilos entre 1y 75 unidades por uL de

sangre (Retamales, 2013).

Un valor menor al de referencia se denomina leucopenia, respecto de los neutrofilos,
por ejemplo, puede ser caracteristica la neutropenia en algunos tipos de
enfermedades como el VIH, hepatitis, y tratamientos farmacolégicos con
inmunosupresores 0 con medicamentos antiepilépticos. En cambio, un valor mayor
al intervalo de referencia esta relacionado generalmente a procesos infecciosos. En

el caso de la neutrofilia, se relaciona a la presencia de bacterias; mientras que al
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hablar de eosinofilia se asocia al cuadro clinico de alergias o infeccion por parasitos,

asi como la linfocitosis se relaciona a la presencia de infecciones del tipo virales.

Los dos tipos de leucocitos de mayor abundancia en sangre periférica son los
neutrdfilos y los linfocitos, ambos, han sido muy estudiados por sus alteraciones en
diferentes estados patoldgicos jugando un importante rol en diferentes procesos de

infeccion e inflamacion.

Desde la década del 70 se han investigado nuevas relaciones entre parametros
hematoldgicos, utilizando componentes de sangre periférica, los cuales son
facilmente cuantificables a través del hemograma. La primera en ser estudiada fue
la Relacion Neutroflo/Linfocito (lashchenko, 1977), que ha demostrado utilidad
como indicador de inflamacion en diferentes patologias, por lo que se determind
como tema a investigar en pacientes con AR; otras mas recientes son la Relacion

Plaqueta/Linfocito y Monaocito/Linfocito (Lee et al., 2018)

1.3. La Relacion Neutréfilo/Linfocito.

En general, en un cuadro inflamatorio, el organismo trata de eliminar una injuria, lo
gue aumenta la inmunidad innata (neutréfilos) y disminuye la inmunidad adaptativa
(linfocitos), manteniendo la respuesta inflamatoria (Templeton et al., 2014). Luego,

la relacion que se propone evaluar en respuesta a la condicion patologica del
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paciente es la relacion Neutréfilo/Linfocito (NLR, por sus siglas en inglés),

identificada como un marcador de inflamacion.

En cuanto al andlisis segun la poblacion, se realiz6 un estudio en Estados Unidos
gue evalud la NLR en 9000 individuos de poblacion general, Los resultados
indicaron diferencias raciales entre sujetos negros no hispanos, hispanos y blancos
no hispanos, con un valor de NLR promedio de 1.76, 2.08 y 2.24, respectivamente,
teniendo los blancos no hispanos un valor de NLR significativamente mayor que las
otras dos etnias. Ademas, se investigo el valor de NLR segun tabaquismo, indice
de masa corporal y diabetes, y se obtuvo que en estos grupos la NLR era mas alta
en pacientes con algun riesgo cardiovascular (Azab et al., 2014). Por otra parte, un
estudio realizado en Corea del Sur estimo que el valor promedio para la relacion
Neutrdfilo/Linfocito en sujetos controles, es de 1.63 para mujeres y 1.66 para
hombres (Lee et al., 2018). De los estudios anteriores, se observa una clara
diferencia entre etnias, por lo que se hace complejo establecer un valor de
referencia general, haciéndose necesario un analisis poblacional localizado, para
determinar valores de NLR que permitan identificar la presencia de la inflamacion

en la poblacién chilena.

La NLR también ha sido investigada en diferentes tipos de cancer, como el linfoma
difuso positivo de células B, en el que se concluyd que los pacientes con un valor

superior a 5, tienen una menor sobrevida (Beltran et al., 2015). Ademas, el Unico
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estudio realizado en Chile analizé la relacion en pacientes con cancer de mamas,
de dos subtipos HER+ y sin expresion de HER, y en el cual se observé que un valor
superior a 4 se asociaba a peor sobrevida en todos los subgrupos, sitios y etapas
de la enfermedad (Mimica et al., 2016). En otras patologias como la diabetes, se
demostré los valores de NLR en poblacién turca eran significativamente mas altos
en los grupos de insulino resistentes que era de 1.60, en diabéticos diagnosticados
por primera vez 1.58 y en diabéticos diagnosticados (no recientemente) era de 2.07,
en comparacion con el grupo control que presentd un valor de NLR de 1.37

(Mertoglu y Gunay, 2017).

La NLR se ha estudiado en pacientes con AR y se ha identificado como un buen
biomarcador de inflamacion. Un estudio realizado en Turquia en el afio 2015, que
evalud la NLR en pacientes con AR y espondilitis anquilosante y recluté a 136 y 140
pacientes, respectivamente. ElI recuento de neutréfilos y NLR fueron
significativamente mayores en el grupo con AR. Ademas, la NLR fue mayor en los
grupos con una alta actividad DAS28-PCR, en comparacion con pacientes en
remision que tuvieron un valor promedio de 2.1+1.0 y en los pacientes con actividad
baja-moderada que fue de 2.5+1.0, ya que los pacientes con alta actividad de la

enfermedad tuvieron un valor promedio de 3.8£2.5 (Ridvan et al., 2015).
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La NLR se ha estudiado en pacientes con AR y se ha identificado como un buen
biomarcador de inflamacion. Un estudio realizado en Turquia en el afio 2015 que
evalud la NLR en pacientes con AR y espondilitis anquilosante, recluté a 136 y 140
pacientes, respectivamente. ElI recuento de neutrofilos y NLR fueron
significativamente mayores en el grupo de AR. Ademas, la NLR fue mayor en los
grupos de con una alta actividad DAS28-PCR, 2.1+1.0 en comparacion con
pacientes en remision, 2.5t£1.0 en actividad baja-moderada y 3.8+2.5 en pacientes

con alta actividad de la enfermedad (Ridvan et al., 2015).

Ademas la NLR ha sido propuesta como un buen predictor de la eficacia de las
diferentes terapias biolégicas para la AR, ya que esta relacion disminuy6 en forma
gradual en una poblacion japonesa con un promedio de NLR de 5.9 a un 4.5 a los
seis meses de tratamiento con Infliximab, Etanercept, Adalimumab y Tocilizumab;
el Unico tratamiento que no produjo una disminucion significativa de NLR a los seis
meses fue Abatacept. También se observo que la NLR fue significativamente mayor

en pacientes con alta actividad de la enfermedad (Koiwa et al., 2016).

Adicionalmente a las investigaciones anteriores, en Corea del Sur se realiz6 un
analisis retrospectivo de cohorte, en un grupo de 82 pacientes tratados con terapia
biolégica, con mecanismo de accion exclusivo anti-TNFa, y se comparé con un
grupo de 246 sujetos controles. Los resultados mostraron una media de NLR

correspondiente a 3.44 y 1.73 respectivamente, considerandolo significativamente
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mas alto en pacientes con AR. Este mismo estudio analiz6 la variacion del DAS28-
PCR y la NLR a las 12 y 24 semanas de tratamiento y se observo que a las 12
semanas los pacientes con una NLR mas baja presentan una mejor respuesta al
tratamiento que aquellos con una NLR mas alta; sin embargo, el analisis a las 24

semanas no tuvo resultados significativos (Lee et al., 2019).

En la India, se llevo a cabo un estudio de dos fases de reclutamiento con un total de
489 pacientes, y cuyos resultados evidenciaron que los pacientes con una NLR
menor a 1.4 podian ser clasificados como pacientes en remision de la enfermedad
con un 90% de especificidad y no encontraron diferencias significativas entre edad
y género. También correlacionaron las variables del DAS28-PCR con la NLR,
encontrando una correlacion positiva y significativa con: EVA, articulaciones
inflamadas, PCR, VHS y DAS28-PCR. Ellos finalmente concluyeron que la NLR es
un marcador de inflamacién eficaz, comparable con PCR y no se ve afectada por

citoquinas como la PCR y VHS (Chandrashekara et al., 2017).

Finalmente, el estudio mas reciente en pacientes con AR se realizé en usuarios de
terapia convencional, en Australia, en diciembre del 2019, y en el cual se evalué la
NLR a 222 pacientes con AR recientemente diagnosticada y sin tratamiento previo.
La triple terapia fue estandarizada con metotrexato, sulfasalazina e
hidroxicloroquina. Los resultados mostraron que los pacientes con AR que fallaron

a la triple terapia tuvieron una NLR significativamente mayor (3.7) que el grupo que
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respondio a triple terapia convencional (2.8). Los autores determinaron que la NLR
fue mas sensible que el DAS28-VHS para predecir inefectividad a la triple terapia

(Boulos et al., 2019).

En virtud de lo expuesto y conociendo que en Chile habian 3255 pacientes a
diciembre del afio 2018, usuarios de terapia biolégica para la artritis reumatoide y
donde la regién de Bio-Bio es la segunda regién con mas pacientes afectados con
un total de 479 pacientes (Informe beneficiarios Ley Ricarte Soto, 2018), es de vital
importancia establecer si el NLR puede ser de utilidad en el seguimiento de la
efectividad de la terapia biologica para la AR refractaria a FARMES ya que ésto
puede significar una disminucién significativa en los costos de salud publica y

mejora de la calidad de vida de estos pacientes.
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2.  HIPOTESIS

Los pacientes con Artritis Reumatoide sometidos a terapia bioldgica efectiva
presentan una disminucién de la relacién neutrdfilo/linfocito durante tratamiento

biolégico de 6 meses.
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3.1.

3. OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar los cambios de la relacién neutrdéfilo/linfocito en pacientes con Atrtritis

Reumatoide durante tratamiento bioldgico efectivo de 6 meses.

3.2.

Objetivos especificos

. Describir la relacion neutrofilo/linfocito en un grupo piloto de pacientes con

artritis reumatoide y sujetos controles.

. Determinar la relacion neutrdfilo/linfocito desde la base de datos de pacientes

con artritis reumatoide en todos los tiempos de terapia biolégica y evaluar
asociacion con DAS28-VHS, VHS, articulaciones dolorosas, articulaciones

inflamadas, EVA, Anti-CCP y Factor Reumatoide.

. Comparar los valores de relacion neutrdfilo/linfocito desde la base de datos

de pacientes con artritis reumatoide antes y después de la terapia biologica

a los 3 meses y 6 meses y segun su clasificacion de DAS28-VHS.
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4. MATERIALES Y METODO

4.1. Caracterizacion de la NLR en pacientes con AR y sujetos controles

4.1.1. Descripcion del estudio

Este estudio fue de corte, observacional descriptivo, considerando los pacientes con
AR reclutados en el estudio “Desarrollo de la metodologia analitica para determinar
la variante del polimorfismo rs2240340” y sujetos controles reclutados en el

laboratorio Prevegen.

4.1.2. Reclutamiento de participantes

Se reclutaron 11 pacientes con Artritis Reumatoide del Policlinico de Reumatologia
del HGGB, quienes firmaron un consentimiento informado, en el contexto del
proyecto “Desarrollo de la metodologia analitica para determinar la variante del
polimorfismo rs2240340”, presentado por la investigadora Liliana Lamperti de la
Universidad de Concepcion, aprobado en el mes de septiembre del afio 2017 por el
Comité Etico Cientifico (CEC) del Servicio de Salud Concepcién. Los pacientes
consentidos (anexo 1), fueron citados al Laboratorio Prevegen, ubicado en

Chacabuco 556 (Concepcidn), para la extraccion de la muestra de sangre. Los
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sujetos controles fueron reclutados segun sexo y edad, para parear con los
pacientes de estudio que se presentaron el mismo dia, firmando previamente el

consentimiento informado del laboratorio Prevegen (Anexo 2).

4.1.3. Tomade muestra

A los participantes se les extrajo una muestra de sangre periférica, por puncion
venosa, en un tubo con EDTA de 5 mL. Luego se acondiciond en un soporte de
estabilidad (contenedor secundario) y se transporté en un contenedor terciario
aislado (hielera), hacia la Universidad de Concepcién, donde se procedi6 a realizar

el analisis de muestra a través de un hemograma.

4.1.4. Analisis de muestra

A las muestras de sangre periférica de los pacientes con AR y sujetos controles, se
les realiz6 un hemograma. Este fue llevado a cabo dentro de las 2 horas de la toma
de muestra y con la sangre a temperatura ambiente. El hemograma fue realizado
en el equipo Sysmex XS-1000i del Departamento de Bioquimica Clinica e
Inmunologia de la Facultad de Farmacia, de la Universidad de Concepcion. Los

resultados obtenidos fueron tabulados en una hoja de calculo Excel (Anexo 3).
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4.1.5. Célculo de la Relacién Neutroéfilo/Linfocito

De los resultados obtenidos a través del hemograma se recogieron valores
absolutos de neutrdfilos y linfocitos, de estos se calculo el cuociente de relacién,
donde se consideré como dividendo el valor absoluto de neutréfilos y como divisor
el valor absoluto de linfocitos. El resultado se expresé indicando dos cifras

significativas.

4.1.6. Obtencion del DAS28-VHS de los pacientes con Artritis Reumatoide

Se observaron en la ficha clinica, que fue elaborada en el proyecto: “Desarrollo de
la metodologia analitica para determinar la variante del polimorfismo rs2240340”,
los valores de DAS28-VHS y de VHS mas recientes, considerando dos cifras

significativas.

4.1.7. Tratamiento de datos

Se calculd el promedio de NLR en pacientes con AR y sujetos controles, a partir de

éstos se realizé una comparacion entre los valores promedios de ambos grupos.

Se clasificaron ademas los pacientes segun criterios de actividad de la enfermedad,
referentes a la actualizacién correspondiente al afio 2014 de la EULAR (Smolen,

2014). Estos criterios evaltan el grado de actividad segun los valores de DAS28-
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VHS, de forma que valores mayores a 5.1 indican actividad alta, valores entre 3.2 y
5.1 actividad moderada, valores menores a 3.2 actividad baja y valores menores a
2.6 como enfermedad en remisién; luego se calcul6 la media de NLR por cada

grupo y se compararon los resultados.

Finalmente se correlaciond el valor de NLR con DAS28-VHS y VHS, para observar

el signo de la correlacion.

4.1.8. Analisis estadistico

Se realizo el andlisis estadistico a través del software GraphPad Prism version 8.3.0
(GraphPad Software Inc). La comparacion entre grupos de los pacientes y los controles
fue realizada mediante test no paramétricos, aplicando test de Wilcoxon y el analisis
entre grupos de actividad de la enfermedad se realiz6 con el test ANOVA y Tukey.
Respecto de la correlacion entre las variables numéricas, esta se realizé por medio del

test de Spearman y se utilizé un nivel de significancia del 0.05.

4.2. Caracterizacion de la NLR en pacientes con AR en terapia biologica

4.2.1. Descripcion del estudio

40



Este estudio fue de tipo descriptivo observacional retrospectivo, considerando los
datos anonimizados de la ficha clinica y de la Plataforma Ley Ricarte Soto, de los
pacientes que recibieron terapia biolégica para Artritis Reumatoide refractaria, por

al menos 6 meses desde el afio 2014 al afio 2019.

4.2.2. Obtencion de datos

Se presentd al CEC del Servicio de Salud de Concepcion el proyecto de
investigacion, en agosto de 2019. Esta propuesta fue realizada entre los meses de
mayo Yy agosto del afio 2019, donde se precisé una revision bibliografica exhaustiva
para actualizar la linea base investigativa, una descripcion de la metodologia para
detallar correctamente los pasos a seguir para el tratamiento de datos
correspondientes, una declaracion de los recursos necesarios para llevar a cabo el
proyecto en la Universidad y ademas en el HGGB. También se requirié exponer los
resultados esperados y una explicacion de cdmo beneficiaria a los pacientes con

AR esta investigacion.

Se realiz6 una carta de colaboradores y asignacion de funciones, ademas todos los
integrantes del equipo de investigacion firmaron las declaraciones de buenas
practicas clinicas y el compromiso de confidencialidad frente al estudio. El equipo

de investigacién fue conformado por los investigadores adjuntos a la Tabla 4-1.:
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Tabla 4-1: Asignacion de funciones del equipo de investigacion.

Funcién Nombre Investigador
Investigador Responsable Dra. Liliana Lamperti Fernandez
Investigador Alterno Dra. Estefania Nova Lamperti
Investigador Clinico Dra. Irene Castro Esparza
Investigador Colaborador Lic QF. Belén Céaceres Guerrero
Investigador Colaborador Dra. Valeska Ormazabal Valladares

Se solicito al CEC la exencién de consentimiento informado, para lo cual fue
necesario presentar una carta elaborada por la jefa del Policlinico de Reumatologia
Dra. Irene Castro, con la finalidad de garantizar la confidencialidad de los datos.
Estos datos fueron recolectados por la enfermera Camila Ramirez, profesional a
cargo del Policlinico de Reumatologia, elaborando asi una base de datos
anonimizados (Anexo 3). La propuesta fue aprobada en el mes de septiembre del

afo 2019 (Anexo 4).
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4.2.3. Criterios de seleccidn de pacientes

La poblacién en estudio comprendido a 91 pacientes con AR atendidos en el
Policlinico de Reumatologia del HGGB de Concepcion, que cursaban tratamiento

con terapia biolégica en el contexto de la Ley Ricarte Soto.

4.2.4. Criterios de Inclusion

Los pacientes incluidos en el estudio cumplieron los siguientes requisitos:

a. Adultos desde 18 afios atendidos en el HGGB de Concepcion.
b.  Usuarios de Etanercept, Adalimumab o Abatacept.

c. Almenos 6 meses en tratamiento.

d. Comienzo de terapia biologica desde el afio 2014.

e. Postulacion a Ley Ricarte Soto realizada en el HGGB de Concepcion.

4.2.5. Criterios de Exclusién

Se excluy6 a pacientes que, a pesar de cumplir el requisito minimo de 6 meses en
tratamiento, no contaban con los respectivos DAS28-VHS y datos del hemograma

en las fechas solicitadas.
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4.2.6. Datos solicitados

Los datos solicitados se obtuvieron a partir de los 91 pacientes con AR en terapia
biolégica, que abarcan el periodo de tiempo desde el afio 2014 hasta el afio 2019.
La informacién fue recopilada por cada paciente individualmente y fue necesario
considerar el control previo al inicio de la terapia biolégica y ademas, las
evaluaciones al primer y segundo control después de iniciada la terapia. La

recopilacion de datos incluyo:

a. DAS28-VHS: con sus cuatro componentes, articulaciones dolorosas,
articulaciones inflamadas, EVA y VHS.

b. Serologia: factor reumatoide y anticuerpos Anti-Péptido Citrulinado.

c. Hemograma: valor absoluto de neutrdfilos y linfocitos.

d. Terapia Biolégica: nombre y fecha de inicio.

e. Afo de diagnodstico de AR.

4.2.7. Tratamiento de datos

Los datos fueron agrupados en hojas de calculo de Microsoft Office Excel 2010,
donde a cada paciente se le otorg6 un cédigo TBAR-00X que hace referencia a la
“Terapia Biologica Artritis Reumatoide” acompafiado del numero de paciente del

cual se trata. Por cada paciente se confecciondé una planilla detallada con
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caracteristicas acerca de serologia, terapia biolégica y fecha de inicio de esta,
ademas de los valores de DAS28-VHS con sus respectivas variables, valores
absolutos de neutrofilos y linfocitos en cada fecha determinada; antes de iniciada la
terapia, al primer control y al segundo control posterior al inicio de la terapia
biolégica. Para el célculo de la NLR, se utilizaron los valores absolutos de

Neutrdfilos y linfocitos.

Se caracterizaron los 91 pacientes segun género y serologia como FR positivo o
negativo, Anti-CCP positivo 0 negativo y también se calcul6 el promedio de edad

segun geénero del total de los pacientes.

Después, se confeccioné una planilla general que recopildé los datos de forma
individual, independiente de la secuencia de fechas, para obtener la NLR. La base
de datos resultante concluyé un total de 316 mediciones de DAS28-VHS, sus
variables y valor de NLR calculado en el mismo control. Incluyé ademas informacion
respecto del resultado del FR y el Anti-CCP. Ademas, se clasificaron en relacion a
los criterios de actividad de la enfermedad, con la actualizacion correspondiente de
la EULAR 2014 (Smolen, 2016), que corresponden a los valores de DAS28-VHS

segun actividad alta, moderada, baja o en remision.

4.2.8. Andlisis estadistico
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Se realiz06 a través del software GraphPad Prism version 8.3.0 (GraphPad Software
Inc). Se correlacionaron las variables numéricas a través del test de Spearman y se

utilizé un nivel de significancia del 0,05.

Se correlacionaron con NLR:

¢ DAS28-VHS

e Articulaciones dolorosas

e Articulaciones inflamadas

e Evaluacion general de salud

¢ Velocidad de eritrosedimentacion globular

Luego se clasificaron los datos segun serologia, para realizar las correlaciones de

NLR con DAS28-VHS en pacientes con:

e Factor Reumatoide Positivo
e Factor Reumatoide Negativo
e Anticuerpos Antipéptido Citrulinado Positivo

e Anticuerpos Antipéptido Citrulinado Negativo

Finalmente se calcularon los promedios de NLR con sus respectivas desviaciones
estandar, en los grupos de pacientes clasificados segun la actividad de la

enfermedad. El promedio de articulaciones dolorosas, articulaciones inflamadas,
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EVA, VHS y DAS28-VHS y por ultimo el promedio de NLR y DAS28-VHS segun

serologia.

4.3. Caracterizacion de la NLR segun terapia biolégica

4.3.1. Seleccién de muestra de pacientes

De los 91 pacientes en estudio, solo 41 contaban con el DAS28-VHS dentro de las
tres fechas solicitadas; la primera fecha antes del inicio de la terapia biologica, la
segunda en el primer control de la terapia y la tercera para el segundo control de la
terapia. Ademas para este objetivo s6lo se consideraron estos pacientes, dado que
se encontraban en tratamiento farmacolégico con Abatacept, Etanercept o

Adalimumab.

4.3.2. Tratamiento de datos

Se realiz6 una clasificacion de pacientes, segun las tres terapias farmacologicas y
segun su valor de DAS28-VHS y se les agrup6 segun efectividad de la terapia,
considerando un valor mayor a 5,1 como terapia refractaria y menor a este valor

como terapia efectiva.

4.3.3. Andlisis estadistico
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Se realizé por el software GraphPad Prism version 8.3.0 (GraphPad Software Inc).
Se evaluo la variacion del valor de NLR antes del inicio de la terapia bioldgica, al
primer control y al segundo control después de iniciada la terapia biol6gica. Para el
analisis segun terapia biolégica se utilizd6 el test ANOVA y como prueba de
comparacién entre grupos se realiz6 el test de Tukey para las tres fechas de datos.

Se utilizé un nivel de significancia de 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. Caracterizacion de la NLR en pacientes con AR y sujetos controles

5.1.1. Caracterizacion de participantes

Se reclutaron once pacientes con AR del Policlinico de Reumatologia del HGGB,
nueve mujeres y dos hombres, la edad promedio fue de 53+16 afios. Los sujetos
controles también fueron once, nueve mujeres y dos hombres, con una edad
promedio de 53+11 afios. Ambos grupos tuvieron la misma cantidad de participantes
de género masculino y género femenino, y un promedio de edad similar, que da
cumplimiento a la condicidon de que los pacientes y los controles fueran del mismo

género y de edades similares.

5.1.2. Determinacion de la Relaciéon Neutrofilo/Linfocito

Para el grupo de individuos control, el promedio de la NLR fue de: 1.53+0.38 y para
el grupo de pacientes con AR el promedio fue de 2.72+0.68, siendo mas alto en

pacientes con AR, que en el grupo control, con un p=0.0010 (llustracion 5-1).
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llustracion 5-1. Determinacion de la Relacion Neutrofilo/Linfocito en individuos
control y pacientes con AR. Promedio de la NLR para muestra de 11 sujetos

controles y 11 pacientes con Artritis reumatoide. Realizado con test T y Wilcoxon.
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5.1.3. Comparacién entre grupos segun actividad de la enfermedad

Para la clasificacion de la actividad de la enfermedad de acuerdo a DAS28-VHS, el
valor de NLR fue 2.23+0.32 para actividad baja, 2.49+0.29 para actividad moderada
y significativamente mayor con un valor de 3.69+0.25 para actividad alta (llustracion

5-2) (Tabla 5-1).
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llustracion 5-2: NLR en pacientes con AR segun actividad de la enfermedad.
Relacion Neutrofilo Linfocito (NLR) para muestra de pacientes con Artritis
reumatoide en Actividad: Baja (barra naranja), Moderada (barra violeta) y Alta (barra

verde). Realizado con test ANOVA y Tukey para comparacion entre grupos.
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Tabla 5-1: Significancia de la prueba de comparacién de NLR entre grupos

actividad de la enfermedad para pacientes con AR.

de

Baja

Comparacion P Value Significancia Diferencia entre
los grupos
Alta vs 0.0017 Si 1.199
Moderada
Alta vs Baja 0.0005 Si 1.462
Moderada vs 0.4498 No 0.2625
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5.1.4. Correlaciones con la NLR

Posterior al analisis segun la actividad de la enfermedad, se correlacioné la NLR con
DAS28-VHS y VHS. Los resultados mostraron que ambas correlaciones fueron
positivas, resultando de la correlacion de NLR con DAS28-VHS un coeficiente de
0.82 y un p=0.0594 (llustracién 5-3) y NLR con VHS un coeficiente de correlacion de

0.34, con un p=0.0001 (llustracion 5-4).
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llustracion 5-3: Correlacién de NLR versus DAS28-VHS. Correlacion entre NLR y

DAS28-VHS para 11 pacientes con Artritis reumatoide.
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llustracion 5-4: Correlacion de NLR versus VHS. Correlacion de la NLR versus

VHS, para 11 pacientes con Artritis reumatoide.
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5.2. Caracterizacion de la NLR en pacientes con AR en terapia biolégica

5.2.1. Caracterizacion de los pacientes con Artritis Reumatoide en terapia
biologica

De los 91 pacientes incluidos en esta investigacion, 86 correspondian a mujeres y

s6lo 5 a hombres, cuyas edades promedio fueron: 52+11 y 52+17 afios,

respectivamente. Un total de 65 pacientes presentaron FR positivo y 16 FR negativo

y con respecto a los Anti-CCP, 73 fueron positivos y 18 negativos.

En cuanto a la terapia bioldgica inicial, un total de 37 (40.7%) pacientes fueron

usuarios de Abatacept, 32 (35.2%) de Adalimumab y 22 (24.2%) de Etanercept.

5.2.2. Promedios de las variables

Se registré en una planilla Excel el valor promedio de NLR, niumero de articulaciones
dolorosas y articulaciones inflamadas, EVA, VHS y DAS28-VHS obtenidos en los 316

controles médicos de los 91 pacientes con AR con terapia biologica (Tabla 5-2):
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Tabla 5-2: Valores promedio para los 316 controles médicos, de 91 pacientes con

AR con terapia bioldgica.

NLR Art. Art. EVA | VHS | DAS28-
Dolorosas | Inflamada VHS
S
Promedio 2.43 9.60 7.74 58.73 | 22.14 4,92
Desviacion 1.55 7.42 6.53 27.18 [ 18.79 1.72
estandar

Al clasificar a los 91 pacientes con terapia biolégica de acuerdo a la serologia positiva
0 negativa de FR (Tabla 5-3) y Anti-CCP (Tabla 5-4), se calcularon los valores

promedios de NLR y DAS28-VHS.
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Tabla 5-3: Valores promedio de NLR y DAS28-VHS para 91 pacientes en terapia

biolégica, segun Factor Reumatoide.

FR Positivo FR Negativo

DAS28-VHS NLR DAS28-VHS NLR

Promedio 4.98 2.70 4.75 1.68

Desviaciéon Estandar 1.73 1.61 1.73 0.71

Tabla 5-4: Valores promedio de NLR y DAS28-VHS para 91 en terapia biologica,

segun Anticuerpos Anti-Péptido Citrulinado.

Anti-CCP Positivo Anti-CCP Negativo

DAS28-VHS NLR DAS28-VHS NLR

Promedio 4.98 2.56 5.00 1.81

Desviacion Estandar 1.76 1.56 1.62 0.86
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5.2.3. Correlaciéon con la Relacién Neutréfilo/Linfocito

Las 316 variables clinicas, que incluyen todos los tiempos de terapia, inclusive
aquellos antes del inicio de la terapia biolégica, mostraron una correlacién positiva
entre los valores de NLR y las 5 variables estudiadas. Para el valor de NLR vs
DAS28-VHS se obtuvo un coeficiente de 0.3408 (llustracion 5-5), para articulaciones
dolorosas 0.2817 (llustracion 5-6), para articulaciones inflamadas 0.3084 (llustracion
5-7), para EVA 0.1915 (llustracion 5-8) y para VHS 0.4245 (llustracion 5-9), todos

con un p<0.0001, excepto con EVA, te tuvo un valor de p=0.0003.
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llustracion 5-5: Correlacion de NLR versus DAS28-VHS. (P: <0.0001). Para 316
controles (en tiempo previo y post terapia) de 91 pacientes en terapia bioldgica.

Realizado con test de Spearman.
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llustracion 5-6: Correlacién NLR versus Articulaciones Dolorosas. Para 316

controles (en tiempo previo y post terapia) de 91 pacientes en terapia bioldgica.

Realizado con Test de Spearman.
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llustracion 5-7: Correlacion NLR versus Articulaciones Inflamadas. Para 316
controles (en tiempo previo y post terapia) de 91 pacientes en terapia bioldgica.

Realizado con test de Spearman.
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R: 0.1915
P:0.0003

llustracion 5-8: Correlacion NLR versus EVA. Para 316 controles (en tiempo previo
y post terapia) de 91 pacientes en terapia biolégica. Realizado con test de

Spearman.
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llustracion 5-9: Correlacion NLR versus VHS. Para 316 controles (en tiempo previo
y post terapia) de 91 pacientes en terapia biolégica. Realizado con test de

Spearman.
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5.2.4. Correlacién de la NLR con DAS28-VHS segun serologia

Las correlaciones de NLR con DAS28-VHS segun la serologia de FR, fueron
positivas tanto para pacientes con FR positivo (coeficiente de correlacion de 0.3095)
(llustracion 5-10), como para pacientes con FR negativo (coeficiente de correlacion

de 0.5599) (llustracion 5-11), ambos con un p<0.0001.
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llustracion 5-10: Correlacion de NLR versus DAS28-VHS en pacientes con AR con
FR positivo. Para 217 controles de 65 pacientes con FR positivo. Realizado con

test de Spearman.
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llustracion 5-11: Correlacion de NLR versus DAS28-VHS en pacientes con AR con
FR negativo. Para 99 controles de 16 pacientes con FR negativo. Realizado con test

de Spearman.
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En el caso de las correlaciones de NLR con DAS28-VHS de acuerdo con los
anticuerpos Anti-CCP, ambas fueron positivas para los pacientes con Anti-CCP
positivo con una correlacion de NLR con DAS28-VHS de 0.3538 (llustracion 5-12) y
para los pacientes con Anti-CCP negativo la correlaciéon fue de 0.5211 (llustracion 5-

13), ambos con un p<0.0001.
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llustracion 5-12: Correlacion de NLR versus DAS28-VHS en pacientes con AR con
Anti-CCP positivo. Para 250 controles de 73 pacientes con Anti-CCP positivo.

Realizado con test de Spearman.
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llustracion 5-13: Correlacion de NLR versus DAS28-VHS en pacientes con AR con
Anti-CCP negativo. Para 64 controles de 18 pacientes con Anti-CCP negativo.

Realizado con test de Spearman.
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5.2.5. Comparacion de la Relacion Neutrofilo/Linfocito segun actividad de la
enfermedad

Los 91 pacientes con AR fueron controlados tanto al inicio como durante la terapia,
y en cada control se calcul6 el DAS28-VHS para el seguimiento de la efectividad de
la terapia biologica. Segun el valor de DAS28-VHS se clasificaron en los 4 grupos
segun la actividad de la enfermedad y a cada grupo se le determiné el valor promedio
de NLR. Los pacientes con una alta actividad de la enfermedad tuvieron un valor
promedio de NLR de 2.82+2.95, para los pacientes con una moderada actividad de
la enfermedad fue 2.17+1.86, para los pacientes con una baja actividad 1.68+0.62 y
para los pacientes en remision el valor promedio de NLR fue de 1.65+0.71 (llustracion
5-14). La prueba estadistica de analisis de grupos arrojo que el valor promedio de
NLR en pacientes con alta actividad de la enfermedad era significativamente mayor
gue los pacientes con una actividad moderada, baja y en remision de la enfermedad

(Tabla 5-5).
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llustracion 5-14: Comparacion de promedios de NLR segun clasificacion de la
actividad de la enfermedad. Para los 316 controles de 91 pacientes con AR en

terapia biolégica. Realizado con test ANOVA y Tukey para comparacién entre

grupos.
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Tabla 5-5: Significancia de la prueba de Tukey de comparacién de NLR entre

grupos de actividad de la enfermedad en paciente con AR en terapia biologica.

Comparacion P Value Significancia Diferencia entre
los grupos
Alta vs Moderada 0.0037 Si 0.6546
Alta vs Baja <0.0001 Si 1.138
Alta vs en <0.0001 Si 1.170
Remision
Moderada vs Baja 0.1829 No 0.4834
Moderada vs 0.2258 No 0.5158
Remision
Baja vs Remision 0.9995 No 0.03237
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5.3. Caracterizacion de la NLR segun terapia biolégica

5.3.1. Caracterizacion de los pacientes con Artritis Reumatoide con
tratamiento por seis meses

Considerando que para el desarrollo el objetivo 3 se requeria contar con los datos
antes y después de la terapia de 3 y 6 meses, del total de los 91 pacientes, sélo 41
cumplieron con este criterio (Metodologia, criterios de inclusion, pagina N° 43). De
los 41 pacientes, 73.2% (n=31) presentaron una terapia efectiva a los 6 meses de
tratamiento (valor de DAS28-VHS inferior 5,1) y el 26.8% (n=10) fueron refractarios

a la terapia bioldgica a los 6 meses.

Ademas, estos 41 pacientes fueron agrupados segun las terapias biologicas
administradas, de las cuales 16 pacientes utilizaban Adalimumab, 16 Abatacepty 9
Etanercept. La clasificacion segun la efectividad de la terapia arrojo que un 62.5%
de los pacientes tratados con Abatacept presentaron una disminucion del DAS28-
VHS a menos de 5.1, mientras que este porcentaje fue de 81.2% para Adalimumab

y de 88.9% para Etanercept.
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5.3.2. Comparacion entre grupos

5.3.2.1. Segun efectividad de terapia

Los pacientes con AR en tratamiento con terapia bioldgica, fueron clasificados
segun su valor de DAS28-VHS correspondiente al sexto mes de terapia. Asi los
pacientes con un valor superior o igual a 5.1, fueron clasificados como pacientes
refractarios a la terapia biologica y los con un valor inferior a 5.1, como pacientes

con respuesta efectiva a la terapia biologica.

Al comparar los valores promedio de NLR de los pacientes con AR en tratamiento
con terapia biolégica efectiva (n=30), en las tres fechas de control de la Ley Ricarte
Soto, arrojaron un promedio de NLR de 2.48+1.52 antes del inicio de la terapia
biologica, 1.77+0.88 para el primer control y 1.70+0.72 para el segundo control
(llustracion 5-15). Mediante el test de Tukey los grupos comparados indicaron que el
valor de NLR antes del inicio de la terapia biolégica fue significativamente mayor

(p<0.05) que los promedios de NLR en las otras dos fechas (Tabla 5-6).
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llustracion 5-15: Comparacion de la NLR en los controles médicos en pacientes
AR con terapia biologica efectiva. Para 30 pacientes con terapia biolégica efectiva
con Abatacept, Etanercept y Adalimumab. Realizado con test ANOVA 'y Tukey para

comparacién entre grupos.
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Tabla 5-6: Significancia de la prueba de comparacién de NLR entre grupos de

fechas en pacientes con terapia biologica efectiva.

Diferencia entre
Tiempo P value Significativo grupos
Ovs1 0.0334 Si 0.7143
Ovs?2 0.0267 Si 0.7800
lvs?2 0.9221 No 0.0657
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Por otra parte, los pacientes refractarios a la terapia biolégica (n=11) tuvieron como
valores promedio de NLR, 3.01+1.93 para antes del inicio de la terapia biol6gica
2.88+3.76 para el primer control y 2,47+1.32 para el segundo control (llustracion 5-
16), luego del inicio de la terapia biolégica. Estadisticamente en andlisis entre grupos

demostro, que las diferencias no eran significativas (Tabla 5-7).
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llustracion 5-16: Comparacion de la NLR en los controles médicos en pacientes
AR con terapia biologica refractaria. Para 11 pacientes con terapia biologica
refractaria a Etanercept, Abatacept y Adalimumab. Realizado con test ANOVA y

Tukey para comparacion entre grupos.
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Tabla 5-7: Significancia de la prueba de comparacién de NLR entre grupos de

fechas en pacientes con terapia bioldgica inefectiva.

Tiempo P value Significativo Difergerr:JcFi)zfntre
Ovs1 0.9783 No 0.1300
Ovs2 0.6869 No 0.5418
lvs?2 0.8039 No 0.4118

5.3.2.2. Pacientes en tratamiento con Abatacept

Los pacientes con terapia efectiva con Abatacept (n=9), obtuvieron un promedio de
NLR de 2.33+1.54 para el control antes del inicio de la terapia bioldgica, 1.75+0.50
para el primer control y 2.21+1.56 para el segundo control (llustraciéon 5-17). La
prueba de comparacion entre grupos muestra que la diferencia entre los valores no

es significativa (Tabla 5-8).
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llustracion 5-17: Comparacion de la NLR en los controles médicos en pacientes
AR con terapia biolégica efectiva a Abatacept. Para 9 pacientes con terapia
biologica efectiva con Abatacept. Realizado con test ANOVA y Tukey para

comparacién entre grupos.
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Tabla 5-8: Significancia de la prueba de comparacién de NLR entre grupos de

fechas en pacientes con terapia biologica efectiva con Abatacept.

Comparacion P value Significancia Diferencia entre grupos
Ovs1l 0.5130 No 0.5767
Ovs?2 0.9728 No 0.1156
lvs?2 0.6496 No -0.4611

En cuanto a los pacientes con terapia refractaria a Abatacept (n=7), mostraron un
valor promedio de 3.14+2.63para el control antes del inicio de la terapia biologica,
2.93%4.20 para el primer control y 2.49+1.14 para el segundo control (llustracion 5-
18). El analisis entre grupos no mostré diferencias significativas entre ellos (Tabla 5-

9).
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llustracion 5-18: Comparacion de la NLR en los controles médicos en pacientes
AR con terapia biolégica refractaria a Abatacept. Para 7 pacientes refractarios a

Abatacept. Realizado con test ANOVA y Tukey para comparacion entre grupos.
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Tabla 5-9: Significancia de la prueba de comparacion de NLR entre grupos de

fechas en pacientes con terapia bioldgica refractaria a Abatacept.

Comparacion P value Significancia Diferencia entre grupos
Ovs1 >0.999 No -0.0133
Ovs?2 0.8389 No 0.5800
lvs?2 0.8322 No 0.5933

5.3.2.3. Pacientes en tratamiento con Etanercept.

Los pacientes con terapia efectiva con Etanercept (n=9) obtuvieron un promedio de
NLR de 2.07+0.31 para el control antes del inicio de la terapia bioldgica, 1.92+2.51
para el primer control y 1.51+0.19 para el segundo control (llustraciéon 5-19). La
prueba de comparacion entre grupos muestra que la diferencia entre los valores no

es significativa (Tabla 5-10).

84



5—
O
4—
o
J
< -y )
o (o]
(1] 9
2—
! [1)] T
o 'l'
OO
[1)]
0 1 1 1
0 1 2

Control Médico

P:0.5243

llustracion 5-19: Comparacion de la NLR en los controles médicos en pacientes
AR con terapia biolégica efectiva a Etanercept. Para 9 pacientes con terapia
biolégica efectiva con Etanercept. Realizado con test ANOVA y Tukey para

comparacion entre grupos.
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Tabla 5-10: Significancia de la prueba de comparacién de NLR entre grupos de

fechas en pacientes con terapia biol6gica efectiva a Etanercept.

Comparacion P value Significancia | Diferencia entre grupos
Ovs1l 0.9519 No 0.1500
Ovs 2 0.5158 No 0.5588
lvs?2 0.9677 No 0.4088

En cuanto al paciente con terapia refractaria a Etanercept (n=1), mostré un valor de
2.26 para el control antes del inicio de la terapia biologica, 1.46 para el primer control
y 1.47 para el segundo control (llustracion 5-20). El andlisis entre grupos no pudo

realizarse debido a que sélo se cont6 con un paciente.
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llustracion 5-20: Comparacion de la NLR en los controles médicos en paciente con

AR en terapia bioldgica refractaria a Etanercept.
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5.3.2.4. Pacientes en tratamiento con Adalimumab

Los pacientes con terapia efectiva con Adalimumab (n=13) obtuvieron un promedio
de NLR de 2.84+2.19 para el control antes del inicio de la terapia biol6gica, 1.68+0.31
para el primer control y 1.50+0.26 para el segundo control (llustracién 5-21). La
prueba de comparacién entre grupos muestra que la diferencia entre los valores es
significativa, siendo el valor promedio de NLR antes del inicio de la terapia biolégica

mayor que el del primer y segundo control (Tabla 5-11).
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llustracion 5-21: Comparacion de la NLR en los controles médicos en pacientes
AR con terapia bioldgica efectiva a Adalimumab. Para 13 pacientes con terapia
biologica efectiva con Adalimumab. Realizado con test ANOVA y Tukey para

comparacion entre grupos.
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Tabla 5-11: Significancia de la prueba de comparacién de NLR entre grupos de

fechas en pacientes con terapia biol6gica efectiva a Adalimumab.

Comparacion P value Significancia | Diferencia entre grupos
Ovs1l 0.0110 Si 1.155
Ovs?2 0.0031 Si 1.334
lvs?2 0.8837 No 0.1785

En cuanto a los pacientes con terapia refractaria a Adalimumab (n=3), estos
mostraron un valor promedio de 2.67+0.21 para el control antes del inicio de la terapia
biologica, 2.82+4.04 para el primer control y 2.56+2.51 para el segundo control
(llustracién 5-22). El analisis entre grupos no mostro diferencias significativas entre

ellos (Tabla 5-12).
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llustracion 5-22: Comparacion de la NLR en los controles médicos en pacientes
AR con terapia biolégica refractaria a Adalimumab. Para 3 pacientes refractarios a

Adalimumab. Realizado con test ANOVA y Tukey para comparacion entre grupos.
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Tabla 5-12: Significancia de la prueba de comparacion de NLR entre grupos de

fechas en pacientes con terapia bioldgica refractaria a Adalimumab.

Comparacion P value Significancia | Diferencia entre grupos
Ovs1 0.9918 No -0.1500
Ovs?2 0.9958 No 0.1067
lvs?2 0.9762 No 0.2567
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6. DISCUSION

6.1. Caracterizacion de la NLR en pacientes con AR y sujetos controles

6.1.1. Determinacidon de la Relacién Neutréfilo/Linfocito

Reconociendo que en Chile no se miden otros biomarcadores del sistema inmune
asociados con la inflamacion presente en AR, y que en otros paises se ha logrado
demostrar que la razén Neutréfilo/Linfocito (NLR) ha resultado ser un biomarcador
gue muestra diferencias en los pacientes AR segun actividad de la enfermedad, fue
relevante en este estudio, realizar por primera vez en nuestro pais, una asociacion
entre la actividad de la enfermedad en pacientes con tratamiento con anticuerpos

monoclonales y NLR.

Para el primer objetivo, se estudio si NLR mostraba diferencias entre pacientes con
AR y sujetos controles, demostrando que el promedio de NLR en el grupo de
pacientes con AR (2.72) fue significativamente mayor que en el grupo control
(1.53).Los resultados obtenidos demuestran concordancia con lo descrito en el
estudio de la poblacién coreana de 82 pacientes con AR, donde la media de NLR
fue de 3.44 en pacientes con AR y de 1.73 en sujetos controles (Lee et al., 2019).

Pese a que los pacientes con AR en Chile presentan una NLR menor que los
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pacientes de Corea (2.72 versus 3.44), es posible aseverar que para poblacién
chilena, las diferencias entre pacientes AR y sujetos sanos son significativas y mas

aun, el valor NLR en pacientes con AR es mayor.

Por su parte, respecto de las diferencias raciales y de género, los resultados de NLR
obtenidos en los estudios que se publicaron para Estados Unidos y Corea, indican
gue la distribucién geografica y las variables ambientales asociadas influyen en el
valor de NLR segun etnia y género, por lo que se hace complejo establecer un valor
de referencia global mundial, sin llevar a cabo un analisis poblacional localizado que
permita determinar las variables pertinentes, que identifiquen la presencia de la
inflamacion en la poblacion mediante esta relacion. En Chile, cuya etnia es
principalmente amerindia, el valor de la NLR de los sujetos controles (1.53) fue
menor que la reportada en Estados Unidos (NLR: 2.08); sin embargo debemos tener
en cuenta que para este primer objetivo realizado en sujetos hispano-chilenos, se
reclutaron sélo 11 individuos, mientras que los hispano-estadounidenses fueron
2904, cifra muy superior que define un resultado mas representativo, aun cuando
este estudio incluyé a sujetos que presentaban otras enfermedades asociadas,
como diabetes o patologias cardiacas (Azab et al., 2014). Para Chile, resulta
interesante considerar ampliar el grupo control sin AR, a través de los datos
aportados desde el hemograma, para dar mayor representatividad al valor de la

poblacién control.
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6.1.2. Comparacion entre grupos segun actividad de la enfermedad

Identificando que en el grupo de pacientes AR, existieron pacientes categorizados
en tres de los cuatro grupos de actividad de la enfermedad establecidos segun el
valor de DAS28-VHS, se quiso conocer si el valor de NLR mostraba diferencias
entre ellos. De manera interesante, se pudo encontrar diferencias para el valor de
NLR. En el grupo de alta actividad, se observé que los pacientes con un DAS28-
VHS superior a 5.1, presentaban una NLR (3.69) significativamente mayor
comparado con los otros dos grupos (2.49 y 2.23), resultado que se asemeja a lo
encontrado en los pacientes del estudio Japonés donde el valor promedio de NLR
fue de 5.9+3.5 para todos los pacientes y que al separar por actividad de la
enfermedad el grupo de mayor NLR corresponde al de mayor actividad (Koiwa et
al., 2016). Aquellos pacientes con una actividad alta de la enfermedad y que
presentan una NLR mas alta, podrian entonces reflejar de mejor manera el proceso
inflamatorio permanente generado por la AR cuando no reciben una terapia efectiva.
En los diversos estudios poblaciones, incluido el nuestro, para los grupos de baja 'y
moderada actividad de la enfermedad, no se encuentran diferencias significativas
para el promedio de NLR entre ambos grupos, y esto podria deberse a la baja
precision de la formula DAS28-VHS para demostrar realmente diferencias entre una
actividad moderada y baja, ya que incluye dos parametros muy subjetivos y a criterio
del paciente, como son; la indicacién por parte del paciente de las articulaciones

dolorosas y la percepciéon del estado de salud general (EVA). Ambos parametros
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pueden afectar directamente la interpretacion del resultado del estado inflamatorio
real que cursa el paciente, pudiendo generar sesgos. Dado que ningln paciente se
encontraba con la enfermedad en remision, fue imposible comparar este grupo con

los restantes.

6.1.3. Correlaciéon con la Relacion Neutréfilo/Linfocito

Utilizando los resultados de la poblacion piloto, se determind si habia una mejor
correlacion entre NLR y DAS28-VHS que con la VHS sola. La correlacion de la NLR
con el DAS28-VHS, fue bastante superior que la correlacion con la VHS. Este altimo
resultado es poco concordante a la hora de establecer el estado real de inflamacion
gue representa VHS y NLR, ya que si bien ambos son parametros de inflamacion,
no representan la misma fase de ésta, pudiendo ser la NLR mejor para estados
inflamatorios crénicos pero asociados a las células del sistema inmune y no a las
proteinas de fase aguda que son las mas importantes en la VHS. La alta correlacion
de DAS28-VHS con la NLR, indicaria que la razon NLR se podria considerar como

parametro inflamatorio de utilidad a la hora de evaluar a los pacientes con AR.

6.2. Caracterizacién de la NLR en pacientes con AR en terapia biolégica
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6.2.1. Caracterizacion de los pacientes con AR en terapia bioldgica

En pacientes con AR, la proporcion por género son 5:1 mujeres versus hombres.
De los datos recopilados de los 91 pacientes con terapia biol6gica del HGGB se
pudo estimar que, por cada hombre, existen 17.2 mujeres refractarias a la terapia
convencional con FARMES; ésto permite establecer al género femenino como un
factor de riesgo para los pacientes con AR al momento de presentar una respuesta
inefectiva, al tratamiento farmacologico de primera linea y por ende para iniciar
tratamiento con terapia bioldégica. Ademas abre una valiosa ventana de
oportunidades para analizar precozmente a pacientes con AR de sexo femenino

gue no responden Optimamente al tratamiento.

En cuanto a la serologia, se puede obtener otro antecedente importante de aviso a
la hora de identificar un paciente refractario a la terapia convencional, estimando
gue un 71.4% de los pacientes presentaron FR positivo y un 80.2% de los pacientes
presentaba Anti-CCP positivo, lo que hace mucho mas probable la refractariedad

de aquellos pacientes con estos parametros presentes.

El uso de terapia biologica inicial se distribuy6 de forma equitativa en pacientes con
AR usuarios de Adalimumab o Abatacept entre pacientes con serologia
positiva, mientras que, para los pacientes usuarios de Etanercept, se observé que
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era la terapia de eleccibn en pacientes con serologia negativa. Las
recomendaciones de la Sociedad Espafiola de Reumatologia para el tratamiento de
la AR, indica que en primera instancia es de eleccion los anticuerpos monoclonales
Anti-TNFa, pero también es necesario tomar en consideracion otros aspectos como
costo y disponibilidad de los medicamentos. En caso de falla a ellos se recomienda
el uso de los Abatacept o Infliximab, pero no se descarta el uso de un nuevo

anticuerpo monoclonal con mecanismo Anti-TNFa (Tornero et al., 2010).

6.2.2. Correlacion con NLR

En los pacientes en terapia biolégica, se realizaron correlaciones entre NLR y
componentes del DAS28-VHS. Todas las correlaciones fueron positivas entre si,
pero el parametro que tuvo la mejor correlacion con la NLR fue la VHS. Este ultimo
resultado se encuentra dentro de lo esperado, al tratarse ambas variables de
marcadores de inflamacion. Sin embargo, aunque la correlacion entre ambos es la
mas alta comparada con las correlaciones de NLR con articulaciones dolorosas,
inflamadas y EVA, se puede reafirmar que ambos parametros no representan el
mismo origen inflamatorio, ya que su correlacién es menor que 0.5 pero significativa
(p<0.001). La correlacion de NLR vs DAS28-VHS por su parte, present6 la segunda
correlacién mas alta, lo que podria indicar que la NLR seria de utilidad a la hora de
evaluar a los pacientes con AR para determinar con otro parametro el estado

inflamatorio en el que se encuentran.
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En cuanto a la correlacion entre NLR con las articulaciones dolorosas o con las
inflamadas, éstas fueron muy semejantes, lo que podria justificarse debido a que
generalmente la articulacion inflamada es también dolorosa y se diferencian entre
ambas a partir del origen del dolor, es decir, si corresponde a dolor articular o
procedente de secuelas (Noa et al., 2011). En nuestro grupo de estudio, se
presentaron pacientes con un mayor namero promedio de artralgias (9.76), que
namero promedio de sinovitis (7.74) (Tabla 5-2), de las 28 articulaciones medidas
segun la Guia, por lo tanto resulta interesante buscar en un futuro, como se presenta
NLR en base a estos dos parametros en los pacientes AR con cualquier tipo de

terapia.

De todas las correlaciones estudiadas, la que presentdé una menor correlacion con
NLR fue con EVA, lo que probablemente se justifique por su elevado grado de
subjetividad con relacidén a una escala de evaluacion, donde la opinion del paciente
influye directamente con los resultados informados y no indica necesariamente el
estado inflamatorio especifico frente a la AR. En su gran mayoria los pacientes con
AR cursan con una depresion asociada a la sintomatologia producida por la
enfermedad, las limitaciones de movilidad que se reflejan, en no poder ser
independientes en sus actividades diarias, produce en muchos casos una
percepcion distorsionada de la enfermedad (Maldonado et al., 2017).

99



6.2.3. Correlacién segun serologia

La deteccion de Factor Reumatoide y de Anticuerpos Anti-CCP son mediciones
claves para el clinico para establecer el diagnostico de AR, sin embargo la ausencia
de positividad no excluye a pacientes con AR. Para cumplir con los requisitos de
acceso a la terapia biolégica, se exige la mediciébn de ambos parametros antes del
inicio de la terapia, sin requerir de positividad y no son exigidos durante la misma.
Respecto de esta serologia asociada con AR, la correlacion entre la NLR y el
DAS28-VHS, fue mucho mayor en pacientes con FR negativo que con FR positivo
y el mismo fenbmeno se observo entre pacientes con Anti-CCP negativo y positivo.
Debido a que no se ha realizado ningun estudio que sea de las mismas
caracteristicas que éste, y que agrupe a los pacientes por serologia, seria una
buena opcion observar si este fendmeno se repite en otras poblaciones, para
evaluar si la NLR es un parametro mas representativo en los pacientes con
serologia negativa que con serologia positiva. Los valores promedios de NLR (Tabla
5-3 y 5-4) son similares para ambos parametros positivos, pero su promedio de
DAS28-VHS es bastante similar, a diferencia de los pacientes con serologia
negativa que presentaron en promedio un valor promedio menor de NLR (Tabla 5-

3y 5-4), comparados con los positivos; con un promedio de DAS28-VHS similar.
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6.2.4. Comparacion de la NLR segun actividad de la enfermedad

La actividad de la enfermedad medida como DAS28-VHS que clasifica a los
pacientes AR en actividad de la enfermedad alta, moderada, baja y en remision
fueron analizadas en el grupo de pacientes en terapia biolégica con el fin de
comparar los valores promedios de NLR en cada grupo. Estos resultados coinciden
con los resultados del grupo piloto (objetivo 1), observando nuevamente una clara
diferencia entre los grupos, y siendo significativamente mayor el NLR promedio en
el grupo con una alta actividad de la enfermedad (2.82) versus el promedio de NLR
en los grupos de menor actividad. Sin embargo, los pacientes con una baja actividad
de la enfermedad (1.68) y en estado de remision (1.65), presentan un promedio de
NLR sin diferencias significativas, lo que permite establecer similitudes entre estos
grupos en relacién con su bajo estado inflamatorio. En este grupo de pacientes con
terapia biolégica, los valores de NLR segun clasificacion de actividad de la
enfermedad presentan similitud con los encontrados por el estudio en poblaciéon
japonesa, siendo mas significativamente mas alto el valor promedio de NLR en

pacientes con una alta actividad de la enfermedad (Koiwa et al., 2016).

En cuanto al grupo en remision, se pudo observar que su promedio de NLR (1.65)
es bastante cercano a lo que se observoé en la poblacién india, cuyos pacientes en

remision tuvieron un valor de NLR menor a 1.4 (Chandrashekara et al., 2017)
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6.3. Caracterizacion de la NLR segun terapia biolégica

6.3.1. Caracterizacion de los pacientes con AR en tratamiento con terapia
biolégica por seis meses

La terapia biolégica tiene como principal objetivo, lograr un cambio del estado
inflamatorio de la enfermedad, cuando no ha sido posible lograr este objetivo
terapéutico con FARMESs. Sin embargo, la guia clinica so6lo observa la efectividad de
la terapia en base a DAS28-VHS, y no considera ningun otro parametro de
laboratorio en el seguimiento. Por tanto, en este estudio fue de interés principal
determinar los valores de NLR segun terapia biologica y efectividad de la misma. Se
pudo identificar que los 41 pacientes que cumplieron los criterios de inclusién (tiempo
0, 3y 6 meses de terapia), y en base a la clasificacion de DAS28-VHS a los 6 meses
de terapia, presentaron una mejor respuesta a Etanercept seguido de Adalimumab,
en comparacion a Abatacept. En el grupo con Etanercept s6lo hubo un paciente
refractario a la terapia (12%), en comparacion a los pacientes que recibieron
Adalimumab y Abatacept, (16 pacientes usuarios de cada medicamento), donde un
19.8% de los pacientes fueron refractarios a Adalimumab, mientras que un 37.5% de
pacientes fueron refractarios a la terapia con Abatacept. Esta informacion permite
identificar al Adalimumab como la terapia biolégica inicial que mostr6 mejor
efectividad a los 6 meses de tratamiento en pacientes con serologia positiva
reclutados en Policlinico de Reumatologia de HGGB. Para los pacientes con

serologia negativa, Etanercept mostré también una buena efectividad. La efectividad
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asociada a Etanercept y Adalimumab es concordante con investigaciones espafiolas,
gue refieren que ambas terapias presentan una misma efectividad para el tratamiento
de la AR, con la diferencia que Adalimumab es mas costosa que Etanercept.
(Gonzalez et al,. 2013). Una revision sistematica concluye que en entre Abatacept,
Etanercept y Adalimumab, no existen diferencias significativas en la efectividad

terapéutica (Castillo et al., 2011).

6.3.2. Caracterizacion de la NLR segun efectividad de la terapia

Los 41 pacientes con AR en terapia biolégica que fueron agrupados segun terapia
efectiva o terapia inefectiva, mostraron resultados de promedio de NLR diferentes
para cada clasificacion de efectividad de terapia. Los pacientes con terapia biologica
efectiva tuvieron una significativa disminucién de la NLR a los 3 y 6 meses de
tratamiento, comparado con el valor inicial antes del comienzo del tratamiento con
terapia biolégica. Esta disminucion de la NLR, puede ser de mucha utilidad para
observar la efectividad de la terapia biologica anticipadamente a los 3 meses de
tratamiento, pudiendo contribuir como un parametro de evaluacion de la progresion
de la enfermedad. Actualmente se espera hasta el sexto mes para observar la
evolucion del paciente con AR en terapia biologica, perdiendo la oportunidad de
evitar complicaciones y secuelas a largo plazo, tales como invalidez y pérdida de la
calidad de vida, situacion evitable al generar reemplazo de la terapia en forma

precoz. Ademas de poder controlar la enfermedad, el hecho de estar en un
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tratamiento inefectivo, no los deja exentos de presentar efectos adversos a estas
terapias, siendo aun mas importante evaluar el riesgo-beneficio del empleo de esta

terapia.

En relacion a los pacientes con respuesta inefectiva al tratamiento con terapia
biolégica, se observé que la NLR no disminuy6 de forma significativa al tercer y al
sexto mes, lo que puede transformarse en una importante herramienta a la hora de
observar si la terapia no cumple su cometido, permitiendo orientar de manera
objetiva la toma de decision al médico reumatdlogo respecto de la continuidad o
cambio de terapia. Las recomendaciones de la Asociacion Espafola de
Reumatologia, recomienda la evaluacion precoz de la efectividad de la terapia a los
3 meses de tratamiento. (Tornero et al., 2010). En Chile la guia clinica recomienda
esperar hasta el sexto mes de tratamiento para evaluar la efectividad. Sin embargo,
una evaluacion de la efectividad a los tres meses podria disminuir la pérdida de
recursos publicos en terapias inefectivas y disminuir las probabilidades de padecer
secuelas por tener tratamientos que no cumplen con los resultados esperados en

pacientes con AR.

6.3.3. Caracterizaciéon de la NLR en pacientes segun su tratamiento

En los pacientes con terapia efectiva a Abatacept no se observé una disminucion
significativa de la NLR a los tres ni seis meses de tratamiento, resultado que

concuerda con el estudio que se realizé en Japon, donde el Unico tratamiento que no
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logré disminuir de forma significativa la NLR a los seis meses fue Abatacept (Koiwa
et al., 2016). Sin embargo, la diferencia antes del inicio de la terapia bioldgica y a los
tres meses de tratamiento se acerca mucho a una disminucién significativa (p:0.513),
no obstante, es interesante observar que al sexto mes la NLR tiende a ser mas alta
gue a los tres meses. En cuanto a los pacientes con terapia inefectiva se observo
gue no hubo cambios significativos de la NLR en ninguna de los dos controles a 3y
6 meses, pero sus valores son mas altos en comparacion con terapia efectiva. El
comportamiento erratico de la NLR en pacientes usuarios de Abatacept, puede
explicarse a través del mecanismo de accion singular que impide la presentacion
antigénica al linfocito T y por consiguiente, evita la activacion de los linfocitos,
pudiendo alterar la proliferacion celular de linfocitos y afectando el nUmero de células

por unidad de sangre periférica.

En los pacientes en tratamiento efectivo con Etanercept, no se obtuvo una
disminucién significativa de la NLR a los tres ni a los seis meses, sin embargo, el
parametro estuvo muy cerca de disminuir significativamente al sexto mes (p:0.5158),
por lo que se puede establecer que la NLR disminuy6 de forma progresiva, pero no
alcanz6 a mostrar significancia de los valores promedio. Estos antecedentes pueden
ser de utilidad para observar el comportamiento de la NLR a medida que se trata a
un paciente con este anticuerpo monoclonal, pudiéndose especular la posibilidad de
gue este tratamiento en especifico necesite mas tiempo para observar disminucion

de la actividad de la enfermedad. Lamentablemente, s6lo un paciente con terapia
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inefectiva a Etanercept, cumplié con los criterios de inclusion para participar de este

estudio, lo que impidio el andlisis de comparacion entre grupos.

Finalmente, los pacientes con terapia efectiva a Adalimumab, demostraron una
disminucion de la NLR en forma significativa al tercer y sexto mes, pudiendo indicar
en este caso, que la NLR es un buen parametro de respuesta para los pacientes con
esta terapia biologica. Para los pacientes refractarios a la terapia no se encontraron
diferencias significativas de la NLR a ningun tiempo, comportamiento similar a los

otros grupos.

Esta respuesta de disminucion en el tiempo de la NLR para pacientes tratados con
Etanercept y Adalimumab, puede justificarse por su mecanismo de accion, ya que
ambos interfieren en la sefalizacion del TNFa, impidiendo la union con su receptor y
disminuyendo la respuesta inflamatoria. Para definir si este fendmeno se continta
repitiendo y si el parametro se comporta igual que en la poblacién japonesa (donde
en ambas terapias hubo una disminucion significativa del NLR al sexto mes de
tratamiento) (Koiwa et al., 2016), seria necesario incluir en un estudio futuro a un

namero igual de pacientes en ambas terapias.
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7. CONCLUSION

La NLR es significativamente mayor en todos los pacientes clasificados con un
DAS28-VHS superior a 5.1, comparado con las otras tres categorias de actividad

de la enfermedad.

Todas las correlaciones de NLR con las variables del DAS28-VHS son positivas,
demostrando que la NLR efectivamente reflejan estados inflamatorios en pacientes

con AR con o sin terapia biologica.

Los pacientes con serologia negativa tienen una correlacion mucho mas alta de la

NLR con el DAS28-VHS en comparacion con los pacientes con serologia positiva.

La NLR es un mejor indicador de eficacia de la terapia biolégica en los tratamientos
anti-TNFa, sobretodo con la administracion de Adalimumab, en comparacion con

Abatacept.

De los resultados obtenidos, se puede establecer a la NLR como una herramienta
util y complementaria para el tratamiento de la AR, pudiendo establecer
diferencias claras para pacientes con una alta actividad, en comparacién con los
otros grados de actividad de la enfermedad. Ademas, también resulta de utilidad
para el seguimiento de pacientes en tratamiento con anticuerpos monoclonales

anti-TNFa
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8. PROYECCIONES

La NLR podria resultar muy Gtil en el seguimiento de pacientes con AR, siendo mas
representativo que la VHS como parametro inflamatorio para esta enfermedad. A
Su vez se necesita evaluar su comportamiento en otros tratamientos, que son los

mas utilizados para el control de la AR, como son los FARMES.

También es primordial evaluar este parametro en otras poblaciones, para poder
establecer rangos de referencia, dando asi una orientacion al médico sobre la salud

del paciente, y para observar distintas actividad de la AR.

108



9. GLOSARIO

ACR: Colegio Americano de Reumatologia.

Anti-CCP: Anticuerpos anti-péptido citrulinado.

APC: Célula presentadora de antigeno.

AR: Artritis reumatoide.

BCR: Receptor de células B.

CD: Marcador de superficie.

CEC: Comité Etico Cientifico.

CENABAST: Central Nacional de Abastecimiento.

CHCM: Concentracion de hemoglobina corpuscular media.
DAS: indice combinado de la actividad de la enfermedad.

DAS28: indice combinado de la actividad de la enfermedad considerando las 28

articulaciones diartroidales.
DAS28-PCR: indice combinado de la enfermedad con proteina C reactiva.

DAS28-VHS: indice combinado de la enfermedad con velocidad de

eritrosedimentacion globular.
ER: Enfermedad Reumatica.
EULAR: Liga Europea contra el Reumatismo.

EVA: Evaluacion general de salud.
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FARMEs: Farmacos antirreumaticos modificadores de la enfermedad.

FR: Factor Reumatoide.

GES: Garantias explicitas en salud.

HCM: Hemoglobina corpuscular media.

HER: Factor de crecimiento epidérmico humano.
HGGB: Hospital Guillermo Grant Benavente.
HLA: Molécula de histocompatibilidad.

IFN-g: Interferon-gamma.

lg: Inmunoglobulina.

IgG: Inmunoglobulina G.

IL: Interleuquina.

MINSAL: Ministerio de Salud.

NLR: Relacion Neutrdfilo Linfocito.

NK: Natural Killer.

PAD: Enzima peptidilarginina deiminasa.
PAMPs: Patrones moleculares asociados a patégenos.
PCR: Proteina C reactiva.

RA: Rheumatoid arthritis.

TCR: Receptor de células T.

TH:Linfocito T Helper.
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TNF-a: Factor de necrosis tumoral.

VCM: Volumen corpuscular medio.

VIH: Virus de inmunodeficiencia humana.

VHS: Velocidad de eritrosedimentacién globular.

VS: Versus
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11. ANEXOS

N°1 Consentimiento Informado proyecto “Desarrollo de la metodologia

analitica para determinar la variante del polimorfismo rs2240340”

' g UNIVERSIDAD ACREDITADA
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INFORMACION AL PARTICIPANTE A / :
GRUPO DE ESTUDIO: SUJETOS CONTROLES {’.\ E?Tf\zl:f

1CO

TITULO DEL ESTUDIO

Desarrollo de la metodologia analitica para determinar la variante del
polimorfismo rs2240340 del gen PADI4 relacionado con la severidad de la
enfermedad en pacientes con Artritis Reumatoide

Investigador Responsable: Dra. Liliana Lamperti Fernandez (Bioquimico UdeC)

Equipo de investigacion

Patrocinante: Dra. Liliana Lamperti Fernandez (Bioquimico UdeC)

Docente Guia: Dra. Andrea Sanchez Rubio (Bioquimico UdeC)

Médico reumatdlogo: Dra. Irene Castro Esparza (Especialista en Reumatologia del
Policlinico de Reumatologia, del Hospital Guillermo Grant Benavente)

Estudiante tesista: Camila Véjar Cisterna (Alumno Tesista Bioquimica egresada UdeC)
Centro de Investigaciéon: Departamento de Bioquimica Clinica e Inmunologia. Facultad
de Farmacia de la Universidad de Concepcion y Laboratorio Clinico Prevegen.

Teléfono de contacto Investigador Responsable: 9-76343016

INTRODUCCION

Estimado(a) sefior(a), deseamos invitarlo a participar en este estudio, el cual medira la
presencia de una pequefia variacion de un gen que afecta a una molécula que participa
en el desarrollo de la Artritis Reumatoide.

Esta pequefia variacién en algunos individuos no tiene ningun efecto y en otros puede
aumentar la inflamacién y complicaciones de la Artritis Reumatoide.

Luego de explicar a Ud. en qué consiste el trabajo y aclarar cualquier duda que tenga
respecto a ello, sera invitado a participar libre y voluntariamente en esta investigacion.

FUNDAMENTO

El objetivo del estudio es conocer si las pequefias variaciones del gen estan presentes en
pacientes chilenos con Artritis Reumatoide y si su presencia tiene alguna relacién con
Artritis Reumatoide mas severa en comparacion con pacientes con Artritis Reumatoide
estable y bien controlada.

La Facultad de Farmacia de la Universidad de Concepcion realiza el patrocinio académico
para el desarrollo de la tesis de la licenciada Srta. Camila Véjar, egresada de la carrera de
Bioquimica de la Universidad de Concepcion. También participan de este estudio, la Dra.
Irene Castro del Policlinico de Reumatologia del Servicio de Medicina Interna del Hospital
Guillermo Grant Benavente de Concepcién y el Laboratorio Clinico Prevegen de
Concepcién.

RAZON POR LA QUE SE INVITA A LA PERSONA PARTICIPAR.

Este estudio busca entender mejor por qué algunos pacientes con Artritis Reumatoide
desarrollan una enfermedad autoinmune mas severa y otros mantienen una enfermedad
estable y de inflamacién baja o moderada. Al participar, nos ayudara a conocer la
frecuencia de estas variaciones en poblacién sana.

Versién y fecha de Protocolo: Versién 4-1,8/08/2017.

Centro investigacién: Dpto. Bioqufmica Clinicae I logia. Facultad Farmacia, 1
Universidad de Concepcién. Investigador responsable: Dra. Liliana Lamperti F.

Iniciales del participante...
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PARTICIPACION Y RETIRO VOLUNTARIO

Su participacion en esta investigacion es totalmente libre y voluntaria. Usted puede elegir
participar o no hacerlo. También, puede cambiar de idea méas tarde y dejar de participar
aun cuando haya aceptado antes. No participaran menores de edad, embarazadas,
mujeres en periodo de lactancia, ni pacientes en riesgo de vulnerabilidad segun ley
20.584, articulo 28.

Los datos personales y consentimiento informado seran mantenidos bajo custodia en
manos del investigador responsable. En el caso de la muestra de sangre, sera
almacenada por un periodo de 3 afios y luego seran eliminadas segun las normas
establecidas por MATPEL y las muestras que contienen los genes, seran conservadas por
un periodo de 5 afios en el Departamento de Bioquimica Clinica e Inmunologia de la
Universidad de Concepcién, para la posible evaluacion de otras variaciones relacionadas
con la Artritis Reumatoide. Aunque usted haya participado una primera vez, usted sera
libre de poder decidir si quiere volver a contribuir con el uso de su muestra de sangre que
contiene sus genes para otro estudio. En el caso de que vuelva a aceptar, se le solicitara
firmar un nuevo consentimiento informado.

DISENO DEL ESTUDIO

Participaran en el estudio, un grupo de personas diagnosticadas con Artritis Reumatoide
que actualmente estan en seguimiento y/o reciben su tratamiento en el Policlinico de
Reumatologia del Hospital Guillermo Grant Benavente. Ademas, se incluira en el estudio,
un grupo de sujetos controles, al que Ud. esta siendo invitado a participar de forma abierta
en la Facultad de Farmacia de la Universidad de Concepcion.

DESCRIPCION DEL ESTUDIO

Usted sera citado una Unica vez, en comun acuerdo con el investigador responsable, al
Laboratorio Prevegen en Chacabuco 558 Concepcién, para la toma de muestra de
sangre. Se recolectaran dos tubos de 5 mL (2 cucharadas de té), ademéas, se medira su
peso, talla, circunferencia de cintura y presion arterial por una enfermera capacitada.

La muestra de sangre obtenida seré trasladada al Departamento de Bioguimica Clinica e
Inmunologia de la Facultad de Farmacia de la Universidad de Concepcién, lo cual sera
responsabilidad del equipo investigador. A partir de la muestra de sangre, se obtendra el
gen para estudiar la variacion de la proteina que se relaciona con la Artritis Reumatoide.

NUMERO DE PARTICIPANTES

Se estudiaran 60 participantes controles que seran invitados de forma abierta con un
afiche que se publicara en Facultad de Farmacia y entrardn en contacto con el
investigador principal via correo electronico o via telefénica. Ademas se reclutara una
poblacién de 160 pacientes con Artritis Reumatoide de forma libre y voluntaria del Hospital

Guillermo Grant Benavente.
“OMITE

ETICO
IENTIFICO

125020«

DURACION ESPERADA

Version y fecha de Protocolo: Versién 4-1,8/08/2017.

Centro investigacién: Dpto. Bioquimica Clinica e Inmunologia. Facultad Farmacia,
Universidad de Concepci6n. Investigador responsable: Dra. Liliana Lamperti F.
Iniciales del participante...........couuuuer
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La investigacion tendra una duracioén aproximada de 12 meses en total. El reclutamiento
sera desde los meses de agosto a diciembre y sus resultados se entregaran en Enero de
2018.

BENEFICIOS Y RIESGOS DERIVADOS DE SU PARTICIPACION

Al participar de esta investigacion, no se le solicitara interrumpir ningln tratamiento
médico ni afectara cualquier atencién médica que Ud. reciba el dia de la toma de muestra.
Ud. conocera los resultados de esta investigaciéon y podra aclarar todas las dudas que
tenga con el investigador responsable.

No existe ningln riesgo para la salud, ya que en este estudio no se administrara ningn
medicamento o realizara algun procedimiento que pueda significar riesgo para usted.

El procedimiento para la toma de muestra de sangre se realizara por una enfermera con
sistema de tubos llenados al vacio y aguja estéril, por puncion en la vena de su brazo. Los
riesgos potenciales o molestias en el procedimiento corresponden a las propias de una
toma de muestra, en donde en algunos casos Ud. podra sentir un pequefio ardor al
momento de la puncién o en algunos casos Ud. podra tener un pequefio sangrado que
cesara a los pocos minutos y casualmente se pueden producir un pequefio moretén que
desaparecera a los pocos dias. Ud. sera atendido por la enfermera, dentro de las 48 hrs,
si tiene molestias a causa de la puncién venosa.

RESPONSABILIDADES DEL SUJETO

Usted no tendra ningun tipo de responsabilidad con el estudio. Su unica responsabilidad
serad informar si es que decide dejar de participar en la investigacién informando al
investigador principal, Liliana Lamperti a su correo electrénico o teléfono celular.

TERMINO ANTICIPADO

Usted no esta obligado a ser parte de esta investigacion si no desea hacerlo. Puede
suspender su participacion en el estudio en cualquier momento que quiera y eso no le
afectara en ninguin aspecto. Es su eleccion y todos sus derechos seran respetados.

COMPENSACION

Se compensara el valor de la movilizacion de ida y vuelta para el dia citado a la toma de
muestra en el laboratorio Prevegen, los que corresponderan a $1000 y que alcanzan a
cubrir dicho item segun los valores del transporte concesionado del Gran Concepcion (se
solicita presentar los pasajes).

CONFIDENCIALIDAD
Este estudio es totalmente confidencial, es decir, no se utilizaran sus datos personales. El
investigador responsable velara por la confidencialidad de los resultados, manteniéndolos
en lugar privado, en una planilla Excel en el computador de la investigadora principal en
Facultad de Farmacia, donde su identificacién personal seré reemplazada por un cédigo
numérico interno que so6lo conocera el investigador responsable. Todas las muestras
seran procesadas con este cddigo y nunca aparecera su nombre mencionado en
presentaciones de estos resultados en congresos o en publicaciones. Este estudio tendra
la aprobacién del Comité Etico Cientifico del Servicio de Salud Concepcion.

Version y fecha de Protocolo: Versi6n 4-1,8/08/2017.

Centro investigacién: Dpto. Bioquimica Clinica e Inmunologfa. Facultad Farmacia,
Universidad de Concepcmn lnvestlgador responsable: Dra. Liliana Lamperti F.
Iniciales del participante.... S
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COMUNICACION DE RESULTADOS
Una vez terminado el plazo completo de la investigacion, el investigador principal lo citara

para la entrega y explicacion del resultado en las dependencias de la Facultad de
Farmacia.

Los datos obtenidos se utilizaran sélo para efectos del estudio y ademas de difusion
cientifica de los resultados, ya sea en congresos o publicaciones.

SEGUROS
No existe mayor riesgo en la toma de muestra de sangre, por lo cual no se considerara
ningun tipo de seguro asociado al estudio.

PATOLOGIAS GES

En esta investigacion no se administrara ningin farmaco ni se modificara ninguna
terapia. Tampoco se veran afectadas las prestaciones GES/AUGE a las que usted tiene
derecho, si fuesen requeridas el dia de la toma de muestra de sangre.

CONTACTO PARA EMERGENCIAS/CONTACTO CON CEC

Si Ud. desea tener méas informacién o aclarar sus dudas con los responsables de esta
Investigacion, los datos son los siguientes:

e Dra. Liliana Lamperti, Departamento de Bioquimica Clinica e Inmunologia,
Facultad de Farmacia, Universidad de Concepcion. Teléfono 41-2203858, celular
76343016, e-mail: llampert@udec.cl

e Dra Irene Castro, Departamento de Medicina Interna, Facultad de Medicina,
Universidad de Concepcion. Teléfono 41-2203448, e-mail: ircastro@udec.cl

e Camila Vejar C., Alumna Tesista de Bioquimica, Departamento de Bioquimica
Clinica e Inmunologia, Facultad de Farmacia, Universidad de Concepcion.
Teléfono 41-2204439, celular 81365678, e-mail: camilavejar@udec.cl

Para las preguntas relacionadas con los derechos como sujeto de investigacion, o quejas
relacionadas con el estudio de investigacion, incluir datos de contacto del CEC: Dra.
Maria Antonia Bidegain S., Presidente del Comité Etico Cientifico del Servicio de Salud
Concepcion, ubicado en San Martin 1436, Concepcion, al teléfono 41 - 2722745.

Versi6n y fecha de Protocolo: Versién 4-1,8/08/2017. \=
Centro investigacién: Dpto. Bioquimica Clinica e Inmunologfa. Facultad Farmacia, o Acier
Universidad de Concepcién. lnvesngador responsable: Dra. Liliana Lamperti F.

Iniciales del participante %
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TITULO DEL ESTUDIO: “Desarrollo de la metodologia analitica para
determinar la variante del polimorfismo rs2240340 del gen PADI4 relacionado
con la severidad de la enfermedad en pacientes con Artritis Reumatoide”

He leido la informaciéon proporcionada anteriormente por escrito en este
documento. He tenido la oportunidad de preguntar sobre ella y se me ha
contestado satisfactoriamente las preguntas que he realizado. Consiento libre y
voluntariamente ser parte de esta investigacion como participante y entiendo que
tengo el derecho de retirarme de la investigacion en cualquier momento, sin que
me afecte en ninguna manera mi calidad de persona natural. Declaro que se me
ha entregado una copia firmada y fechada de este documento.

Procedimiento a realizar: toma de muestra de sangre venosa

Nombre del participante (en letra imprenta) Firma del participante Fecha de la firma
(DD/MM/AAAA)

Yo, el que suscribe, Liliana Lamperti Fernandez, confirmo que he entregado
verbalmente la informacién necesaria acerca del estudio, que he contestado toda
duda adicional y que no ejerci presién alguna para que el participante ingrese al
estudio.

Declaro que procedi en completo acuerdo con los principios éticos descritos en las
Directrices de GCP (Buenas Practicas Clinicas) y otras leyes nacionales e
internacionales vigentes.

Se le proporcionara al voluntario una copia de esta informacion escrita y de la hoja
de firmas del consentimiento firmado.

Nombre de la persona que solicita el Firma del solicitante Fecha de la firma

consentimiento (en letra imprenta) (DD/MM/AAAA)

Nombre del encargado de la institucién Firma del encargado de la Fecha de la firma
institucion (DD/MM/AAAA

Versi6n y fecha de Protocolo: Version 4-1,8/08/2017.

Centro investigaci6n: Dpto. Bioquimica Clinica e Inmunologfa. Facultad Farmacia, 5
Universidad de Concepcnén lnvestxgador responsable: Dra. Liliana Lamperti F.

Iniciales del participante... v
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INFORMACION AL PARTICIPANTE
GRUPO DE ESTUDIO: PACIENTES

TITULO DEL ESTUDIO

Desarrollo de la metodologia analitica para determinar la variante del
polimorfismo rs2240340 del gen PADI4 relacionado con la severidad de la
enfermedad en pacientes con Artritis Reumatoide

Investigador Responsable: Dra. Liliana Lamperti Fernandez (Bioguimico UdeC)

Equipo de investigacién

Patrocinante: Dra. Liliana Lamperti Fernandez (Bioguimico UdeC)

Docente Guia: Dra. Andrea Sanchez Rubio (Bioquimico UdeC)

Médico reumatélogo: Dra. Irene Castro Esparza ia del

UNIVERSIDAD ACREDITADA: ac o
&-mm Ny Vi TR 5k glal Facultad
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diferencias del cuadro clinico de autoinmunidad y asi poder entregar informacién de
utilidad para el medico tratante de su enfermedad

PARTICIPACION Y RETIRO VOLUNTARIO
Su 6n en esta on es

libre y voluntaria. Usted puede elegir
participar 0 no hacerlo. También, puede cambiar de idea més tarde y dejar de participar
aun cuando haya aceptado antes. No participaran menores de edad, embarazadas,
mujeres en periodo de lactancia, ni pacientes en riesgo de vulnerabilidad segun ley
20.584, articulo 28.

Los datos personales, datos de ficha clinica, encuestas y consentimiento informado seran
mantenidos bajo custodia en manos del investigador responsable. En el caso de la
muestra de sangre, sera almacenada por un periodo de 3 afios y luego seran eliminadas
segln las normas establecidas por MATPEL y las muestras que contienen los genes,
seran conservadas por un penodo de 5 afos en el Departamento de Bioguimica Clinica e

Policlinico de Reumatologia, del Hospital Guillermo Grant Benavente)

Estudiante tesista: Camila Ve]ar Cisterna (A\umnc Tesista Bioquimica egresada UdeC)
Centro de Clinica e cultad
de Farmacia de la Unlvevsldad de Concepc\cn y Laboratorio Clinico Prevegen.

Teléfono de contacto Investigador Responsable: 9-76343016

INTRODUCCION

Estimado(a) sefior(a), deseamos invitarlo a participar en este estudio, el cual medir la
presencia de una pequea variacion de un gen que afecta a una molécula que participa
en el desarrollo de la Artritis Reumatoide.

Esta pequefia variacion en algunos individuos no tiene ningtn efecto y en otros puede
aumentar la de la Artritis

Luego de explicar a Ud en qué consiste el trabajo y aclarar cualquier duda que tenga
respecto a ello, sera invitado a participar libre y voluntariamente en esta investigacion.

FUNDAMENTO
El objetivo del estudio es conocer si las pequefas variaciones del gen estan presentes en
pacientes chilenos con Artritis Reumatoide y SI su presencia tiene alguna relacién con
Artritis mas severa en con pacientes con Artritis Reumatoide
estable y bien controlada.
La Facultad de Farmacia de la Universidad de Concepcion realiza el patrocinio académico
para el desarmllo de la tesis de la ||cenr.|ada Srta. Camila Véjar, egresada de la carrera de
de la U e C También participan de este estudio, la Dra.
Irene Castro del Policlinico de Reumamlcgla del Servicio de Medicina Interna del Hospital
Guillermo Grant Benavente de Concepcién y el Laboratorio Clinico Prevegen de
Concepcion.

RAZON POR LA QUE SE INVITA A LA PERSONA PARTICIPAR.

Este estudm busca entender me|or por que algunos pacientes con Artritis Reumatoide
severa y otros mantienen una enfermedad
estable y de \nﬂamaclén baja 0 moderada. Al participar, nos ayudara a comprender estas

Version([yfecha@eProtocolo:Wersion-0,3/08/2017.0
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DURACION ESPERADA

La investigacion tendra una duracion aproximada de 12 meses en total. €1 reclulamlenlo

sera desde los meses de agosto a d y sus se g en o de
18.

BENEFICIOS Y RIESGOS DERIVADOS DE SU PARTICIPACION

Si usted decide participar voluntariamente, no tendra ningin cambio en su tratamiento ni
en la atencién que recibe en el policlinico de Reumatologia. Ud. conocera los resultados
de esta investigacion a través de su médico tratante y podra consultar todas las dudas
que tenga las veces que sea necesario con su médico o el investigador responsable.

No existe ninguln riesgo para la salud, ya que en este estudio no se administrara ningun
medicamento o realizara algin procedimiento que pueda significar riesgo para usted.

El procedimiento para la toma de muestra de sangre se realizara por una enfermera con
sistema de tubos llenados al vacio y aguja estéril, por puncién en la vena de su brazo. Los
riesgos potenciales o molestias en el procedimiento corresponden a las propias de una
toma de muestra, en donde en algunos casos Ud. podra sentir un pequefio ardor al
momento de la puncién o en algunos casos Ud. podra tener un pequefio sangrado que
cesara a los pocos minutos y casualmente se pueden producir un pequefio moretén que
desaparecera a los pocos dias. Ud. sera atendido por la enfermera, dentro de las 48 hrs,
si tiene molestias a causa de la puncién venosa.

RESPONSABILIDADES DEL SUJETO

Usted no tendra ningun tipo de responsabilidad con el estudio. Su Gnica responsabilidad
sera informar si es que decide dejar de participar en la investigacion informando al
investigador principal, Liliana Lamperti a su correo electrénico o teléfono celular.

TERMINO ANTICIPADO

Usted no esta obligado a ser parte de esta investigacion si no desea hacerlo. Puede
suspender su participacion en el estudio en cualquier momento que quiera y eso no le
afectara en ningtn aspecto. Es su eleccion y todos sus derechos seran respetados.

COMPENSACION

Se compensara el valor de la movilizacion de ida y vuelta para el dia citado a la toma de
muestra en el laboratorio Prevegen, los que corresponderan a $1000 y que a\canzan a
cubrir dicho item segun los valores del del Gran Cs (se
solicita presentar los pasajes).

CONFIDENCIALIDAD

Este estudio es totalmente confidencial, es decir, no se utilizaran sus datos personales,
solo se accedera a datos de la ficha clinica relacionados sélo con Artritis Reumatoide y
esto lo realizard su médico tratante. El investigador responsable velara por la
confidencialidad de los datos, manteniendo los datos clinicos y los resultados del analisis
de la variacién del gen en lugar privado, en una planilla Excel en el computador de la
investigadora principal en Facultad de Farmacia, donde su identificacién personal sera
reemplazada por un cédigo numérico interno que solo conocera el investigador
responsable. Todas las muestras seran procesadas con este cédigo y nunca aparecera su
nombre mencionado en pi de estos en ngr en

VersionBechaBeProtocolo:Wersion@-0,8/08/2017.0
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para la posible evaluacion de otras

con la Arlmls Aunque usted haya participado una
primera vez, usted seré libre de poder decidir si quiere volver a contribuir con el uso de su
muestra de sangre que contiene sus genes para otro estudio. En el caso de que vuelva a
aceptar, se le solicitara firmar un nuevo consentimiento informado.

DISENO DEL ESTUDIO

Pamclparan en el estudio, un grupo de personas diagnosticadas con Artitis Reumatoide
lo reciben su en el Policlinico de

Reumamlogla del Hospital Guillermo Grant Benavente. Ademés, se reclutaré otro grupo

de sujetos controles, que no presentan la enfermedad al momento de Ia toma de muestra

y que seran reclutados de forma abierta en la Facultad de Farmacia de la Universidad de

Concepcion.

DESCRIPCION DEL ESTUDIO

Se le solicitara que responda dos encuestas de salud aplicadas por su médico; DAS-28 y
HAQ. Ademas, se recopilaran datos clinicos de su ficha médica, que tienen relacién con
su enfermedad. Usted sera citado una Unica vez, en comun acuerdo, al Laboratorio
Prevegen en Chacabuco 558 Concepcion, para la toma de muestra de sangre. Se
recolectaran dos tubos de 5 mL (2 cucharadas de té), ademas, se medira su peso, talla,
circunferencia de cintura y presién arterial por una enfermera capacitada.

La muestra de sangre obtenida sera al D de i Clinica e
Inmunologia de la Facultad de Farmacia de la Universidad de Concepcién, lo cual sera
responsabilidad del equipo investigador. A partir de la muestra de sangre, se obtendra el
gen que tiene la variacion y que buscaremos relacionar con su enfermedad.

NUMERO DE PARTICIPANTES

Se invitara a participar en este estudio de forma libre y voluntaria, a 160 pacientes adultos
del Hospital Guillermo Grant con Artritis mayores
de edad, no embarazadas ni en lactancia y sin riesgo de vulnerabilidad. Dichos pacientes
seran evaluados por la Dra. Irene Castro, quién le explicard e invitara a participar.
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publicaciones. Este estudio tendra la aprobacion del Comité Etico Cientifico del Servicio
de Salud Concepcién.

COMUNICACION DE RESULTADOS

Una vez terminado el plazo completo de la investigacion, para el caso de los pacientes, se
les entregara mediante su médico, un informe con los resultados de la evaluacion
genética, los cuales se anexaran a su historial clinico.

Los datos obtenidos se utilizaran sélo para e!eclos del estudio y ademéas de difusion
cientifica de los resultados, ya sea en

SEGUROS
No existe mayor riesgo en la toma de muestra de sangre, por lo cual no se considerara
ningun tipo de seguro asociado al estudio.

PATOLOGIAS GES

En esta investigacién no se administrara ningan farmaco ni se modificara la terapia para
la Artritis Reumatoide. Tampoco se veran afectadas las prestaciones GES/AUGE a las
que usted tiene derecho. Su atencién y controles en el Policlinico de Reumatologia del
Hospital Guillermo Grant Benavente no se veran afectados de ninguna manera por la
participacion en el estudio.

CONTACTO PARA EMERGENCIAS/CONTACTO CON CEC

Si Ud. desea tener mas informacion o aclarar sus dudas con los responsables de esta
Investigacion, los datos son los siguientes:

Dra. Liliana Lamperti, Departamento de Bioquimica Clinica e Inmunologia,
Facultad de Farmacia, Universidad de Concepcion. Teléfono 41-2203858, celular
76343016, e-mail: llampert@udec.cl

Dra Irene Castro, Departamento de Medicina Interna, Facultad de Medicina,
Universidad de Concepcion. Teléfono 41-; 2203448 e-l maM |rcas(ro@udec cl
Camila Vejar C., Alumna Tesista de de

Clinica e Inmunologia, Facultad de Farmacia, Unlversldad de Concepcion.
Teléfono 41-2204439, celular 81365678, e-mail: camilavejar@udec.cl

Para las preguntas relacionadas con los derechos como sujeto de investigacion, o quejas
relacionadas con el estudio de investigacion, incluir datos de contacto del CEC: Dra.
Maria Antonia Bidegain S., Presidente del Comité Etico Cientifico del Servicio de Salud
Concepcién, ubicado en San Martin 1436, Concepcion, al teléfono 41 - 2722745,
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HOJA DE FIRMAS CONSENTIMIENTO INFORMADO
PACIENTES CON DIAGNOSTICO DE ARTRITIS REUMATOIDE
TITULO DEL ESTUDIO: “Desarrollo de la metodologia analitica para
determinar la variante del polimorfismo rs2240340 del gen PADI4 relacionado
con la severidad de la enfermedad en pacientes con Artritis Reumatoide”

He leido la informaciéon proporcionada anteriormente por escrito en este
documento. He tenido la oportunidad de preguntar sobre ella y se me ha
contestado satisfactoriamente las preguntas que he realizado. Consiento libre y
voluntariamente ser parte de esta investigacion como participante y entiendo que
tengo el derecho de retirarme de la investigacion en cualquier momento, sin que
me afecte en ninguna manera mi calidad de persona natural. Declaro que se me
ha entregado una copia firmada y fechada de este documento.

Procedimiento a realizar: toma de muestra de sangre venosa

Nombre del participante (en letra imprenta) Firma del participante Fecha de la firma
(DD/IMM/AAAA)

Yo, el que suscribe, Liliana Lamperti Fernandez, confirmo que he entregado
verbalmente la informacion necesaria acerca del estudio, que he contestado toda
duda adicional y que no ejerci presion alguna para que el participante ingrese al
estudio.

Declaro que procedi en completo acuerdo con los principios éticos descritos en las
Directrices de GCP (Buenas Practicas Clinicas) y otras leyes nacionales e
internacionales vigentes.

Se le proporcionara al voluntario una copia de esta informacion escrita y de la hoja
de firmas del consentimiento firmado.

Nombre de la persona que solicita el Firma del solicitante Fecha de lafirma

consentimiento (en letra imprenta) (DDIMM/AAAA)

Nombre del encargado de la institucién Firma del encargado de la Fecha de la firma
institucion (DD/IMM/AAAA

Version§fechafe®rotocolo:Wersién@-0,8/08/2017.0
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N°3 Registro de informacion presentada a CEC

Tabla REGISTRO DE INFORMACION proyecto 19-08-67

Cédigo interno
proyecto

AR-01

Fecha de Diagnostico

Factor Reumatoide

Anti- CCP

Nombre de la Terapia
Biolégica

Fechatiempo

menos 1 mes

0 mes

3 meses

6 meses

DAS28-VHS

Neutréfilos

Linfocitos

VHS

Evaluacion General

N° art dolorosas

N° articulaciones
inflamadas
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N°4 Carta de aprobacion del comité de ética de HGGB

UMNIDAD DE INVEST, ¥ DESARRCLLO,
e ﬂf 120 250519

(o}

ORD.NE‘:FIU464 I 765.04.201

Ant: Trabajo de Investigacion
Mat: Autorizacién Estudio.

Codigo 19-08-67

DE: ING. CARLOS CAPURRO DUPRE
DIRECTOR HOSP.GMO.GRANT B.

A DRA. LILTANA LAMPERTI FERNANDEZ
INVESTIGADORA RESPONSABLE

Junto con saludar, sirvase encontrar adjuntc Acta de aprobacion def Comite Etico Cientifico del Servicio
de Salud Concepeion, de fecha 24.09.19, en atencion a la cual esta Direccidn autoriza €l desarrollo del
estudio titulado; “Caracterizacion de parametros inflamatorios fenotipicos de pacientes con artritis
reumatoide en terapia bioldgica” responsabilidad como investigadora principal en este centro.

Cabe hacer mencidn, que el Consentimiento Informado que de acuerdo al articulo 11 de la ley 20.120 debe
suscribirse , deberd constar en un acta firmada por el participante, por la persona que solicita =l
Consentimiento bajo la responsabilidad de la Dra. L.1amperti F, investigadora responsable y por el Jefe
Servicio de Medicina  en quien esta Direccion, delega la facultad de actuar como ministro de fe y firmar
los Consentimientos Informados referentes a este estudio, segin consta en resolucién adjunta.

El consentimiento deberd ser nuevamente solicitade cada vez que los érminos o condiciones en que se
desarrolle la investigacion sufran modificaciones, salvo que éstas sean consideradas menores por los

Comités Etico Cientifico que han aprobado.es royecto.
|' P- . n —‘_'__—-_'-}
Saluda atentamente, éf ' ""}*%__ e 7’ \,’: /’
/__,—-—’—"t{-_, ﬁ‘.'|l / T\ -
R A A
& _—— JNG. CARLOS CAPURRO DUPRE

N Y DIRECTOR
'\'\é:;@_c;gﬁéﬁ’nu GUILLERMO GRANT BENAVENTE

Distrilucidn
DRA_LLF
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