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DESCRIPCION DE LA PROPUESTA

1. RESUMEN DEL PROYECTO

El TNF-a es una citoquina pro-inflamatoria producida por los macréfagos, aunque
también por otras células del sistema inmune (neutrofilo, linfocitos, células NK, células
endoteliales o mastocitos) en respuesta a dafio tisular o infeccion (1). Su produccién
esta aumentada en numerosas enfermedades inflamatorias cronicas, coadyuvando los
efectos negativos de las enfermedades crénicas (la inflamacién en si es una respuesta
fisiologica y no es esencialmente mala) y los efectos negativos sobre 6rganos y tejidos;
es por ello que su principal aplicacion terapéutica esta dada para enfermedades

reumatoldgicas e inflamatorias intestinales (2).

Los medicamentos inhibidores del Factor de Necrosis Tumoral o anti-TNF son
medicamentos biolégicos utilizados en el tratamiento de procesos inflamatorios
cronicos. Los medicamentos biolégicos estan compuestos por proteinas de gran
tamafio obtenidas en su mayor parte a través de técnicas de recombinacion de ADN o
por anticuerpos monoclonales (1). Estos medicamentos se diferencian de los obtenidos
por sintesis quimica basicamente en dos aspectos: el enfoque mas especifico de su
desarrollo y la complejidad a la hora de obtenerlos. Asi, el desarrollo de estos
medicamentos se basa en identificar en primer lugar los mecanismos bioldgicos de la
enfermedad y sus componentes bioquimicos (por ejemplo, receptores celulares,
inmunoglobulinas o proteinas especificas) y en desarrollar después moléculas que

tengan como objetivo esos componentes (3).

El adalimumab es un representante de este grupo de farmacos usados en psoriasis en
placas, artritis psorasica, reumatoide. Sus antecedentes en reportes del programa
farmacovigilancia con referencia a las reacciones adversas han direccionado al
desarrollo de este trabajo de investigacion para hacer bioensayos en modelos

biolégicos como el neméatodo Caenorhabditis elegans (C. elegans) de la Cepa silvestre

7



N2 (4). Se la utilizara la cepa N2 de C. elegans para ser expuesta a formulacién de
adalimumab en diferentes concentraciones de manera que se evallen los posibles

cambios toxicos con relacion al movimiento, crecimiento, y muerte del nematodo.



2. DESCRIPCION DEL PROYECTO

2.1. Planteamiento del problema

El Factor de Necrosis Tumoral (TNF) es una citoquina pro-inflamatoria con un papel
clave en la patogénesis de enfermedades inflamatorias o autoinmunes como la artritis
reumatoide, la enfermedad inflamatoria intestinal, la espondilitis anquilosante o la
psoriasis. Interviene en muchos procesos fisiolégicos importantes como la apoptosis, la
activacion celular y la induccién de otras citoquinas inflamatorias (2). Los medicamentos
inhibidores del TNF ofrecen una estrategia especificamente dirigida, que contrasta con
los inmunosupresores no especificos que tradicionalmente se emplean en la mayoria
de estas enfermedades. Sin embargo, esta citoquina ejerce distintas funciones :son
responsables de funciones de inmunidad celular (activacion de linfocitos TC e
hipersensibilidad de tipo retardado), destinadas a responder a parasitos intracelulares
(virus, protozoos, algunas bacterias) en el organismo, por lo que su inhibicién podria
acarrear también efectos adversos importantes (5). Asi, el TNF es un componente
importante de la respuesta del sistema inmunitario frente a las infecciones y su

inhibicion puede causar infecciones graves (3).

Una de los medicamentos para tratar la psoriasis, enfermedades reumatologica es el
Adalimumab (6). Sus estudios clinicos han reportados que no muestran riesgos
especiales para los seres humanos segun los estudios convencionales, de toxicidad a

dosis Unica, a dosis repetidas y de genotoxicidad (7).

Ademas de los estudios anteriores es importante evaluar los efectos toxicos y
genotoxicos usando un modelo biolégico como C.elegans, determinar posibles cambios
en la reproduccion de este nematodo. C.elegans es un nematodo no parasito cuyo
genoma se conoce completamente y se utiliza en una gran cantidad de estudios de
efectos bioldgicos por Sydney Brenner en 1965 (8). Como modelo biolégico de estudio.
Se plantea la siguiente pregunta problema:



¢ Se evidencian cambios significativos de efectos tdoxicos sobre el neméatodo
C.elegans al exponerlo a soluciones de Adalimumab?

2.2. Justificacion

La Organizaciéon Mundial De La Salud (OMS) define la salud como el estado completo
bienestar fisico, mental y social, y no solamente la ausencia de afecciones o
enfermedades. Esta definicién incluye un componente subjetivo importante que se debe
tener en cuenta en las evaluaciones de los riesgos para la salud (4). Actualmente en
Colombia, las entidades gubernamentales han tomado mayor conciencia de la
importancia de la salud y el bienestar de la comunidad, por lo cual el campo de la
toxicologia en sus distintas ramas esta creciendo con mayor relevancia en los ultimos

anos.

En el presente estudio se busca identificar los riesgos de dafio de la expresion génica,
cambios en locomocion, alteracion de crecimiento y mortalidad de la exposicion del
nematodo C.elegans en diferentes diluciones del adalimumab. El creciente interés por
el desarrollo y empleo de pruebas biolégicas para evaluar los efectos téxicos
potenciales de algunos medicamentos sobre los seres humanos y los ecosistemas han
permitido bioensayos que evidencian dafios genéticos y téxicos (9). Puesto que los
ensayos en animales como ratones y conejos son costosos y demorados, se
desarrollan modelos biol6gicos en organismos mas sencillos. Estos se pueden elaborar
mucho mas rapidos y econdmicos y asi evitar los problemas de manejo de animales en

el laboratorio (10).

Asi mismo beneficiar con los conocimientos adquiridos a la comunidad.
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3. MARCO TEORICO

3.1. Medicamentos biotecnoldgicos.

Los medicamentos biotecnolégicos son los que se fabrican con técnicas de ADN
recombinante o tecnologia de hibridoma (anticuerpo monoclonales). Se les llama asi
para diferenciarlos de los medicamentos que se obtienen por sintesis quimica. Estan

clasificados en tres grupos (1):

El primero formado por proteinas casi idéntica a las que se encuentran en el organismo,
el segundo formado por anticuerpos monoclonales, también similares a los que se
producen en el organismo pero diseflados para actuar sobre una diana especifica, el

tercero constituido por proteinas de fusion las con base en receptores naturales (11).

En 1970 se aisla la primera enzima restrictasa (endonucleasa de restriccion) extraida
de una bacteria, Haemophilus influenzae, que tiene la propiedad de romper el ADN en
secuencias definidas. Desde entonces se han conseguido multitud de enzimas de este
tipo, endonucleasas de restriccion, capaces de cortar secuencias determinadas, con
cerca de 100 dianas diferentes, y extraidas de mas de 200 especies distintas de
bacterias. El primer mapa genético de restriccion se construyé un afio mas tarde del
aislamiento de la primera restrictasa y correspondié al material hereditario de un virus,
el SV40, que quedd cortado en 11 fragmentos en puntos especificos. De hecho, en
1978 se concedio el premio Nobel, por el descubrimiento y uso de las restrictasas, a
Smith, Nathans y Arber. dentro de otro organismo, la del hibridoma permite producir
anticuerpos monoclonales (12). Se usa la técnica del hibridoma, la cual es la célula
resultante de mezclar dos lineas celulares: un linfocito B (que es el que produce el
anticuerpo) y una célula inmortal (una célula cancerigena). El hibridoma es, por tanto,
una célula inmortal que produce el anticuerpo de interés de forma sistematica (12).
Usando la técnica del ADN recombinante se hace que un grupo de células produzcan

la proteinas de interés de origen humano al insertarle el gen de las células humanas.
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De esta forma disminuye la contaminacion y la posibilidad de reaccién inmunoldgica en

la produccién de anticuerpos monoclonales

Mouse challenged with antigen

Y _“\ .“,:"
AP
Spleen Cells Myeloma Cells
29900000000
Fusion v
N\

CUCEEEEEEe T

Hybridomas]] 2 Y
s’ A
.

Culture in HAT Medium ~ Harvest monocional
Select for positive cells antibodies

Figura 3.1. Fuente: Adaptado de Salud es el tema. Anticuerpo Monoclonales.
http://articulos.sld.cu/saludeseltema/2015/02/06/anticuerpos-monoclonales/

3.1.1. Fabricacion del medicamento biotecnoldégico.
La produccién de un medicamento biotecnolégico (MB) involucra una serie de pasos
para obtener un producto de elevada pureza, estable, seguro y efectivo, los cuales se

mencionan a continuacion (5):

Desarrollo del MB en las células huésped: se secuencia el gen que se quiere replicar ,

se lo introduce en un vector y este finalmente en la célula huésped (14).

Parametrizacion de los bancos celulares: se selecciona y se purifica el cultivo, el cual

constituye el banco celular maestro (Master Cell Bank, MCB). Para ello es necesario
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establecer la linea celular a usar, la secuencia de cDNA, el tipo de plasmido/vector a
usar, los elementos accesorios de DNA, el tipo de célula hospedero, las técnicas de

transfeccion, asi como la propagacion de las lineas celulares hospederos (15).

Mantenimiento de la produccion del cultivo: una vez seleccionado el MCB, es necesario
asegurar la composicion de los medios de cultivo, los tipos de viales/botellas de cultivo,
el tipo de fermentador/bio-reactor a usar (16).

Produccion de las proteinas: el cultivo produce la proteina deseada, junto con otras
sustancias producidas por el organismo seleccionado. Esta produccién es dependiente
de temperatura y pH, el medio de cultivo, las caracteristicas fisicas del biorreactor, la
edad del cultivo. ElI proceso que lleva a la obtencion del cultivo se denomina “up
stream”, y la parametrizacion es un factor clave para garantizar la reproducibilidad del

proceso.

Purificacion de la proteina: se denomina “down-stream” e incluye el conjunto de etapas
secuenciales necesarias para el producto. En el caso de los MB de tipo glicoproteico,
aunque se considere que la glicoproteina esta “pura”, se ha visto que pueden existir
diferentes isoformas de una misma glicoproteina que pueden tener diversas funciones.
Mientras que algunas isoformas pueden exhibir diferentes propiedades
farmacocinéticas, otras pueden variar su afinidad por los receptores especificos,
modulando los efectos terapéuticos distintos a los esperados originalmente. Y todas
estas alteraciones pueden darse aun bajo las mas estrictas condiciones de produccion.
El producto que se obtiene depende asi, de todos los pasos del proceso antes detallado
(16).

Andlisis: el control de calidad de la produccion del medicamento biotecnolégicos es
mucho mas complejo que el de la produccién de un farmaco quimico. La evaluacién de
la calidad pasa por una variada y amplia tipos de ensayos, incluyendo verificacion de la

pureza alcanzada y actividad biolégica de la proteina.
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Formulacién farmacéutica: los MB presentan una inestabilidad fisica y quimica. Su
estructura proteica y su grado de labilidad amerita que se extremen las formas y
condiciones en la que la proteina debe ser incluida en la forma farmacéutica adecuada
(17).

Actualmente estan aprobados en Europa cuatro farmacos biolégicos indicados en el
tratamiento de la psoriasis: tres farmacos anti-factor de necrosis tumoral alfa (TNF)
(adalimumab, etanercept, infliximab) y un farmaco anti-interleucinas (IL)-12/23
(ustekinumab). En la Tabla 3.1. se muestra el mecanismo, indicaciones aprobadas por
la European Medicines Agency (EMA), dosificacion recomendada en psoriasis y el coste

anual en fase de induccidén y mantenimiento (18).
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Tabla 3.1. Farmacos Biotecnolégicos de mayor uso

Tabla 1
Mecanismo Indicaciones Posologia Via de Coste anual
Farmaco de 160 aprobadas recomendada administra- del tratamiento
por la EMA en psoriasis cion en la psoriasis *
Artritis reurnatoide
Arti ) juvenil Induccion: - .
mqncb Artritis psoriasica B0 mg semana 0y 40 mg Soslbl ol
clonal recombinante Artriti ; 13.367,55 euros
) i reumatoide semana 1
Adalimumab  IgG1 humano que T e —. Subcutanea
*m‘g‘e dm"mdﬁ”ada Enfermedad de Grohn  Mantenimiento: ?;Gg_tg;ﬂm siguientes:
Alinicac & Thra Psoriasis 40 mg cada 14 dias =D BUros
Espondilitis anquilosants
. Psoriasis en placa L
TN oegme LA 50702 s coste e
Psoriasis infantil ] 14.919,03 euros o sin
por &l receptor TNFa Artrit iasi méaximo 12 semanas induccion: € 12.077.31
Etanercept  fusionado con la Espoﬁ;?t?;anqciil . Subcutdnea  MOHECION: € 12U,
fraccion Fc de la IgG o S ——— Mantenimiento: 50 mg Coste afios siguientes:
humana, que se une juvend semanales 12.314.12 Buros
elnactiva &l TNFFA 4 it reumatoide
Paoriasis ; Por peso de 75 kag:
" o Induccion: 5 mg'kg . ;
Anticuerpo monoclo- .Erh: iz psloréagg?:mhn enlassemanas 0,2y 6 ?ggcfspgun'rg;aﬂo.
Infliximal* nal quimérico que s - Intravenosa ’
THE. Colitis ulcerosa M e
Hne & fisra Artritis reumatoide ma‘a'm'g 'S"'E 't‘fa's mokg Coste afios posteriores:
Espondilitis anquilosants 11.708,21 euros
Para dosis de 45 mg:
Coste primer ano:
15.261,3 euros
Induccion: 45 mg (por peso
Anticuerpo superior a 100 kg, 90 mg) Coste anos posteriores:
Usikin monoclonal humano  Psoriasis en placa las semanas Oy 4 13.225,88 euros
mab dirigido contra la moderada-grave Subcutdnea
subunidad p40 de Artritis psoridgsica Mantenimiento: 45 mg (por Para dosis de 90 ma:
IL-12 2 IL-23 peso superior a 100 kg, 90 Coste primer ano:
mg) cada 12 semanas 30.522,6 euros
Coste anos posteriores:
26.453.01 euros

* Bl coste se ha calculado a partir del PVL notificado unitario v, en su defecto, &l PVL unitario, de acuerdo con la informacion publicada en
enaro de 2015 en el catalogo de productos farmacéuticos del CatSalut.

** En el caso del inflikimab, se ha tomado de referencia el PVL notificado de Remsima 100mg 1 vial polvo para concentracion solucion

para perfusidn.

A partir del 1 de julio de 2014, en el ambito del Servicio Catalan de la Salud, los tratamientos con inmunosuprasores selectivos se facturan
de acuerdo con una tarifa farmacoldgica por paciente y mes.

Fuente: TRATAMIENTO DE LA PSORIASIS CON AGENTES BIOLOGICOS, Nuria Padullés Zamora y

Jaume Notario Rosa.
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3.1.2. Farmacos anti-TNF

Etanercept:

Etanercept es una proteina de fusion humana formada por el receptor TNFa fusionado
con la fraccion Fc de la IgG humana, que inactiva el TNFa. Fue el primer agente
biolégico aprobado para el tratamiento de la psoriasis. Aunque el inicio de accién es
mas lento que el de los anticuerpos monoclonales, la eficacia de etanercept fue
demostrada en 3 estudios pivotales en fase Ill. Los resultados de estos estudios
concuerdan con los obtenidos posteriormente por Tyring S et al.21 en 2007, y en dos
estudios aleatorizados y comparativos con placebo realizados en 2008 y 2012. A dia de
hoy es el Unico agente biolégico aprobado para el tratamiento de la psoriasis pediatrica

en placas (a partir de los 6 afios) (19).

Infliximab:

Infliximab es un anticuerpo monoclonal quimérico que se une a TNFa y que requiere la
administracion intravenosa en centros de hospital de dia. Se usa principalmente en
pacientes que precisan una respuesta rapida por la intensidad de la enfermedad, el
elevado componente inflamatorio, la presencia de artropatia psoriasica o la posibilidad
de recaida. Su eficacia se ha demostrado en 3 estudios pivotales aleatorizados

comparativos con Placebo (15).

Adalimumab:

Se produce mediante tecnologia de ADN recombinante en un sistema de expresion de
células de mamifero y se purifica mediante un proceso que comprende pasos de
inactivacion virica especifica y de eliminacion. Consta de 1,330 aminoacidos y su peso
molecular es de aproximadamente 148 kilodaltones (17).

Adalimumab es un anticuerpo monoclonal recombinante IgG1 humano que se une con
elevada afinidad al TNFa (20).
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3.1.2.1 Seguridad

Los agentes biologicos presentan un buen perfil de seguridad. La suspension del
tratamiento debido a efectos adversos es superior en el caso de las terapias clasicas
comparado con los farmacos bioldgicos. Asimismo, los farmacos biolégicos no
presentan toxicidad acumulada que limite, segun ficha técnica, su uso de forma

continuada y a largo plazo (21).

Los efectos adversos graves han sido descritos en una baja proporcidn de pacientes e
incluyen infecciones (tuberculosis y otras infecciones oportunistas), procesos
linfoproliferativos, enfermedades autoinmunes y procesos desmielinizantes. De forma
similar a otros tratamientos anti-factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), la experiencia
con adalimumab sélo aporta informacion con respecto a su seguridad a medio plazo,
por lo que deberan pasar unos afos para poder confirmar estos resultados a mas largo
plazo. Por todo esto es imprescindible realizar un cribaje correcto de los pacientes
candidatos al farmaco y monitorizarlos estrechamente durante el periodo de tratamiento

y hasta 5 meses después (22).

3.1.2.2. Efectos adversos:

Los efectos adversos mas frecuentes son leves y raramente condicionan la suspension
del tratamiento. Entre los acontecimientos adversos mas frecuentes destacan las
reacciones en el lugar de inyeccién (eritema leve, picor, dolor o inflamacion) en el caso
de las formas de administracion subcutaneas y reacciones relacionadas con la
administracion intravenosa de infliximab. La aparicion de reacciones de
hipersensibilidad que incluyen sarpullido, urticaria o anafilaxia son raras. El aumento de
las infecciones del tracto respiratorio superior, cefalea y elevacion temporal de enzimas

hepaticas también estan incluidos dentro de los efectos secundarios mas frecuentes por

agentes biologicos (23).
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Los efectos adversos mas importantes, aunque infrecuentes, se relacionan con la

inmunosupresion que se les atribuye:

Infecciones:

El riesgo global de infecciones en pacientes tratados con agentes biologicos es superior
al de la poblacién no expuesta a estos farmacos. Este riesgo es superior durante los
primeros seis meses de tratamiento y no se incrementa con el tiempo de exposicion.
Son mas habituales en mayores de 65 afos, y las mas frecuentes son las infecciones
leves del tracto respiratorio superior, urinarias y cutdneas. El riesgo de infecciones
graves es mas controvertido; diferentes metanalisis. han mostrado un incremento de
éstas en pacientes tratados con anti-TNF, pero otros no han encontrado un aumento de

este riesgo en pacientes con psoriasis y artritis psoriasica (7).

Tuberculosis:

Los agentes anti-TNF pueden producir reactivacion de la infeccion tuberculosa latente
en formas extra pulmonares potencialmente graves y es imprescindible un correcto
estudio previo, tratamiento profilactico si es necesario y ser conscientes de esta
posibilidad infecciosa en pacientes con clinica sugestiva o con fiebre o sindrome téxico
(24).

Enfermedades linfoproliferativas y otras neoplasias:

El posible incremento del riesgo de linfomas detectado en algunos estudios es
controvertido (sobre todo en el caso de exposiciones a largo plazo superiores a 10
afos). La informacion de los ensayos clinicos y la experiencia pos autorizaciéon no
indican que exista un aumento del riesgo de padecer neoplasias sélidas para la
exposicion a farmacos biolégicos. En cuanto al cancer cutaneo, los datos muestran un
riesgo mayor de desarrollar cancer cutaneo no-melanoma (basocelular y espinocelular).
Hay que remarcar que el riesgo puede variar segun el agente bioldgico y la patologia.
Independientemente de los posibles efectos atribuibles a la inmunosupresion, cada

farmaco por ser o por su mecanismo de accion puede presentar contraindicaciones que
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hay que conocer. Asi pues, se ha sugerido que existe una asociacion entre el uso de
farmacos anti-TNF y un aumento de la frecuencia de aparicion de enfermedades
desmielinizantes o su exacerbacion (esclerosis multiple, neuritis éptica). Aunque no se
ha establecido una relacion causal, los farmacos anti-TNF estan contraindicados en
pacientes con enfermedades desmielinizantes y se tiene que valorar cuidadosamente la
apariciéon de sintomas como parestesias, alteraciones visuales (neuritis Optica) y/o
confusién. Los farmacos anti-TNF también estan contraindicados en pacientes con
insuficiencia cardiaca de grados IlI-IV de la New York Heart Association (NYHA) y se
han de usar con precaucién en los grados I-Il. En cuanto a las alteraciones
hematoldgicas, la trombocitopenia y la leucopenia son efectos secundarios poco
frecuentes asociadas a los anti-TNF; raramente puede aparecer pancitopenia y anemia

aplasica. Estas alteraciones normalmente desaparecen al suspender el tratamiento (6)

Interacciones:

Hay que considerar que, a excepcion de la combinacién con determinados farmacos
inmunosupresores, los agentes bioldégicos muestran poca o nula interaccién con otros
principios activos. No se recomienda la administracion simultdnea de vacunas vivas y
farmacos biologicos, ni la administracion concomitante de los farmacos anti-TNF y
anakinra o abatacept, ya que se ha asociado con un incremento de las infecciones
graves. No se han observado interacciones cuando se administran junto con
glucocorticoides, salicilatos (excepto sulfasalazina), antiinflamatorios no esteroideos,
analgésicos o metotrexato. Tampoco se han observado interacciones clinicamente

significativas con digoxina o warfarina (19).

Embarazo:

Los datos disponibles sobre el uso de farmacos bioldgicos durante la gestacién son
escasos Yy de dificil interpretacion, provienen mayoritariamente de series de casos de
pacientes diagnosticadas de artritis reumatoide y enfermedad inflamatoria intestinal. Los

efectos adversos derivados del uso de farmacos biolégicos documentados como la
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prematuridad, abortos espontaneos, bajo peso en el recién nacido, preeclampsia,
malformaciones fetales y anomalias congénitas son pocos y su incidencia parece ser
similar a la de la poblacion general. Aunque en la mayoria de casos el tratamiento con
agentes biologicos se suspende durante el embarazo y que los casos documentados en
los que se han administrado durante todo el embarazo son escasos, la decision de usar
terapia biolégica durante el embarazo se ha de realizar de forma individualizada
valorando el beneficio-riesgo, teniendo en cuenta que son farmacos clasificados como
categoria B de la FDA y que el paso a través de la placenta de las IgG durante las
primeras 12 semanas del embarazo es insignificante por tanto, la recomendacion de

suspender el tratamiento se estableceria a partir del segundo trimestre).

Lactancia:

La seguridad en el uso de agentes biolégicos durante la lactancia no esta claramente
establecida, sin embargo, parece que la seguridad seria aceptable. Hay que tener en
cuenta que parece que se podrian detectar en concentraciones bajas en leche materna
y que se desconoce el efecto a medio y largo plazo de la exposicién de estos agentes

sobre el sistema inmunitario del neonato (19).

Insuficiencia renal y hepética:
Las fichas técnicas indican que adalimumab, infliximab y ustekinumab no se han
estudiado en estos grupos poblacionales. Etanercept no requiere ajuste de dosis en

insuficiencia renal o hepética (19).

3.1.2.3. Antes de iniciar el tratamiento

Considerar las contraindicaciones y precauciones de uso (tabla 3.2).
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- Realizar estudios para descartar la presencia de infeccion tuberculosa latente y, en el
caso de que exista, realizar quimioprofilaxis de acuerdo con las recomendaciones

propias de cada centro.

- Completar las inmunizaciones pendientes: Hepatitis B, Neumococo (opcionalmente
también Haemophilus influenzae y meningococo) e influenza inactivada. EXxiste
controversia en cuanto a la necesidad de vacunacion frente a la varicela (en pacientes

sin historia previa) y del virus del papiloma humano durante el tratamiento.

- Aplicar geles o prescribir analgésicos (paracetamol) y antihistaminicos para el
tratamiento de las reacciones locales de caracter leve que aparezcan en el punto de
inyeccion de farmacos de administracion subcutanea. También se recomienda rotar los

lugares de inyeccién.

- No se pueden administrar vacunas vivas atenuadas. No existe contraindicacion para la
administracion de las vacunas frente a la gripe y neumococo. Contactar con el

facultativo responsable del tratamiento.

- Si aparecen infecciones localizadas o sistémicas relevantes; puede ser necesario

interrumpir el tratamiento.

- Si es necesario someter al paciente a cirugia mayor programada; es necesario
interrumpir el tratamiento antes de la cirugia y hasta que disminuya el riesgo de
aparicion de infecciones postoperatorias. En el caso de intervenciones menores, como

las dentales o cataratas, no es necesario suspender el tratamiento.
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Tabla 3.2. Contraindicaciones de los farmacos bioldgicos en psoriasis

Contraindicaciones de los farmacos bioldgicos en psoriasis

Anti-TNF Ustekinumab

Absolutas Absolutas
Hipersensibilidad al principio activo o a alguno de los excipientes Hipersensibilidad al principio activo o a alguno de los excipientes
Infecciones activas clinicamente importantes Infecciones activas clinicamente importantes
Vacunas vivas y atenuadas \acunas vivas y atenuadas

Enfermedad desmielinizante

Insuficiencia cardiaca congestiva (NYHA 1l1-IV)

Relativas Relativas
Meoplasias (excepto carcinoma basocelular) Meoplasias (excepto carcinoma basocelular)
Inmunodeficiencias congénitas o famacoldgicas Inmunodeficiencias congénitas o farmacoldgicas
Positividad para VIH, VHC y VHB Positividad para VIH, VHC y VHB
Embarazo y lactancia Embarazo y lactancia
Insuficiencia cardiaca congestiva (NYHA I-I) Menores de 18 anos

Lupus eritematoso

Menores de 18 anos (excepto etanercept)

Fuente: TRATAMIENTO DE LA PSORIASIS CON AGENTES BIOLOGICOS, Nuria Padullés Zamora 'y
Jaume Notario Rosa.

Inmunogenecidad de los MB

Los medicamentos biotecnolégicos son capaces de generar respuesta inmune, lo que
no sucede con los farmacoquimicos (FQ). Constituye asi un punto critico, el cual no
puede ser previsible en funcibn de los andlisis quimicos estructurales de los
medicamentos biotecnolégicos. Dado que los tratamientos con MB pueden ser de
meses 0 afos, la inmunogenicidad es sin lugar a dudas de gran relevancia.
Desafortunadamente no es posible efectuarla en la actualidad. Un aspecto importante
asociado a la aparicion de estas reacciones de inmunogenicidad es la variacion en el
patron de glicosilacion que experimentan algunos MB. Pequefias variaciones a ese
nivel, que pueden producirse por multitud de factores (cambios de pH, cambios en los
estabilizantes empleados, etc.), pueden derivar en consecuencias clinicas imprevisibles.
Hay factores que se relacionan con el paciente, como son sus caracteristicas genéticas,
la forma de administracion del medicamento (la via de administracion s.c, i/m, ilv,

topica; a dosis mas elevada o mayor frecuencia, mayor el potencial inmunogénico) y la
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patologia (anticuerpos aumentados en una infeccibn o disminuidos en una

inmunosupresion) del paciente (6).

3.1.2.4. Farmacocinética

Una diferencia con los FQ, es que cuando se administra un FQ se sabe con cierta
certeza la cantidad de sustancia que alcanza el sitio de accion y las consecuencias
derivadas de ello. Esto no ocurre en forma tan directa con los MB. Honorato 2007
describe claramente esta situacion ejemplificando con las citoquinas: muchas citoquinas
se secretan por una célula que tiene por objetivo actuar sobre otra célula o receptor
proximo. Cuando se administra la IL-2 via intravenosa, la introduccion en el organismo
ocurre lejos del sitio de accion y asi se ve expuesta a sufrir transformaciones antes de
alcanzar los receptores especificos. Asi, muchas veces las dosis necesarias para
producir el efecto terapéutico deben ser elevadas y pueden verse limitadas por las

reacciones adversas que puedan originar.

Como se mencion6d previamente, una gran diferencia con los FQ de bajo peso
molecular es la biodisponibilidad de los medicamentos biotecnolégicos por via oral, en
su mayoria inferior al 1%, siendo las vias de administracion mas habituales la i/v y la s/c
(25). En el caso de la via s/c, si bien la biodisponibilidad teérica es del 100% esto nunca
se alcanza, ni aun para los FQ, ya que depende del peso molecular, el modelo animal
en estudio, el sitio de inyeccion, la vascularizacion de la zona adyacente y posibles
alteraciones patoldgicas en la zona de inyeccion, pero estos factores tienen mayor peso
relativo en el caso de los MB, especialmente el peso molecular. En estos casos los MB
llegan al torrente sanguineo a través de la pared endotelial (los de menores pesos
moleculares) a través del sistema linfatico, via el conducto toracico (los MB de pesos

moleculares superiores a 15 kDa (7).

Este ultimo caso aumenta las probabilidades de que la proteina sufra degradaciones

importantes, disminuyendo asi su biodisponibilidad. La degradacion puede comenzar ya
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incluso en la zona de inyeccion por la accion de proteasas endoteliales, dependiendo
del tiempo que el farmaco permanezca en esa zona. Otro aspecto importante
relacionado a la biodisponibilidad de los MB es su rapida disposicion, ya que en general

son degradados por proteasas y se excretan rapidamente via renal (13).

Los medicamentos biotecnologicos son una alternativa terapéutica para muchas
enfermedades que hasta el momento no tenian tratamiento. Sin embargo, en la
actualidad su uso mayoritario esta enfocado en dos areas: la oncologia y la
reumatologia. Por otra parte en el tratamiento de enfermedades inflamatorias
articulares los medicamentos biotecnoldgicos ralentizan y, algunas veces, detienen el
dafo anatémico articular, sobre todo si se usan de forma articular, sobre todo si se usan

de forma precoz (11).

3.2. Caenorhabditis elegans

Es un nematodo no parasito por sus caracteristicas, de simpleza anatémica, facil de
observacion debido a la transparencia ademas de su corto ciclo de vida de generacién
(3 dias) y alimentacion sencilla a base de Escherichia coli, lo que le permitié tomarlo

como modelo bioldgico para trabajo en laboratorio con un costo accesible (26).

En los afios 1970 y 1980, se caracterizo la linea celular desde el huevo hasta al adulto
del nematodo por microscopia. Estos estudios microscopicos electrénicos permitié el
seccionamiento de la reconstruccion del sistema nervioso completo, los datos genéticos
y genomicos generados en los afios 1990. Este nematodo es se ha convertido de vital

aporte en la caracterizacion funcional de las células eucariotas (8).
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Caracteristicas de C. elegans

Mide aproximadamente 1 mm de longitud (figura 3.2). Su transparencia permite la
visualizacion de todos los tipos de células en sus distintas etapas de desarrollo. Posee
un sistema nervioso sencillo de 302 neuronas en el adulto, donde cada neurona tiene

una posicion unica.

XX hermaphrodite

seminal vesicle cloaca rays
vas deferens

Figura 3. 2. Fotografia de espécimen adulto de C. elegans. Alberto Kaplan. Google

La mayoria de los individuos son hermafroditas, con dos ovarios, oviductos, una
cavidad para almacenar el esperma, llamada espermateca y un utero (27). Los
hermafroditas producen ovocitos Yy espermatozoides, se reproducen por
autofecundacién y no pueden fertilizar a otros hermafroditas. Los machos, que
aparecen de manera espontanea con una frecuencia inferior al 0.3 %, pueden fertilizar
hermafroditas. El ciclo reproductivo de C. elegans es de 2.5 a 4 dias a temperatura
ambiente y su esperanza de vida varia entre 12 y 20 dias. El desarrollo embrionario
culmina generando una larva tipo L1 de 550 células, luego de la muerte de 113 por
apoptosis. Después de 4 fases larvarias, el gusano se transforma en un organismo

adulto de 959 células, 302 de las cuales son neuronas y 18 mas habran muerto por
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apoptosis. El adulto maduro es fértil durante 4 dias, tiempo después del cual puede vivir
entre 10 y 15 dias. Cada adulto hermafrodita coloca entre 200 y 300 huevos y el
intervalo entre puestas consecutivas es de 20 minutos. La nueva generacion pasara por
4 estados larvarios (L1 - L4) antes de llegar a la etapa adulta. A partir del cuarto estado
larvario, los hermafroditas son capaces de producir espermatozoos y una vez adultos
generar huevos, aunque el ciclo de vida es dependiente de la temperatura de
incubacion (8). Cuando las condiciones ambientales son adversas, por ejemplo, durante
escasez de alimentos, altas temperaturas o grandes densidades de poblacion, es poco
probable una reproduccion exitosa. En este caso, C. elegans puede detener el
desarrollo en una etapa L2 alterna llamada fase dauer, caracterizada por la ausencia
del proceso de alimentacién, y un aumento de la resistencia de la cuticula. Los
animales pueden volver a entrar al ciclo de vida reproductiva una vez las condiciones

sean mas favorables (28).
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Figura 3.3 ciclo de vida de C. elegans, tomado de Worm Atlas, 2009

3.2.1. Ventajas como modelo biolégico
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C. elegans se utiliza en estudios toxicolégicos desde el nivel del animal completo
hasta el nivel de células individuales (8) . Tiene un tiempo de generacién corto (3 dias),
siendo capaz de autofecundarse, haciendo econOmico su mantenimiento en el
laboratorio. Produce una gran progenie, entre 200 y 300 crias. La genética de este
animal estd muy bien establecida, debido a que su genoma fue secuenciado
completamente y existe un buen conocimiento del linaje celular completo de sus 959
células sométicas. C. elegans es ideal para mecanismos moleculares debido a la
facilidad con la que puede manipular genéticamente. Su excelente desempefio como
modelo en esta &area propicia al desarrollo de muchas herramientas y recursos,
incluyendo miles de mutantes caracterizados y bibliotecas de ARN de interferencia

(ARNI), utiles para silenciar la expresion de genes especificos e inferir su efecto.

Asi mismo, su transparencia hace que las proteinas transgénicas que han sido
fusionadas a marcadores fluorescentes sean visibles en experimentos in vivo C.
elegans es cultivada en el laboratorio en un medio de crecimiento de nematodos
(NGM), el cual contiene NaCl, agar, peptona, colesterol, K3PO,4, KH2PO,, K2HPO, y
MgSO,. Otro medio de cultivo utilizado es el agar K, el cual contiene adicionalmente KCI
(29). Por su parte, el medio liquido K es utilizado para transferir los gusanos a platos
frescos y para ensayos en medio liquidos. Las cepas se mantienen en incubadora a

20° C y se alimentan con la bacteria Escherichia coli OP50 como fuente de alimento

(8).

3.2.2. Evaluacion toxicoldgica utilizando C.elegans.

Existen muchos puntos finales que se pueden evaluar en los experimentos de toxicidad
empleando C. elegans. El procedimiento general de exposicion aguda consiste en la
incubacion de adultos jovenes dentro del medio liquido K con el toxico a diferentes
concentraciones, sin alimento. Para ensayos de exposicion prolongada se emplean
larvas en edad L1, las cuales se dejan crecer hasta convertirse en adultos, en presencia

de un extracto de E. coli OP50 (8). En aquellos casos en donde la cria pueda afectar el
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resultado del experimento, algunos autores interrumpen la reproduccion empleando 5-
fluorodesoxiuridina, un inhibidor de la sintesis del ADN (30). Por lo general, los ensayos

de toxicidad se realizan utilizando curvas de concentracion-respuesta.

Los puntos finales pueden agruparse teniendo en cuenta los efectos en la biologia del
organismo, incluyendo letalidad, crecimiento, locomocién y reproduccién, entre otros.
Asi mismo, es comun la utilizaciéon de marcadores moleculares para determinar estrés
oxidativo, cambio en la expresion de mARN o proteinas, dafio al ADN, e induccion de

fluorescencia en cepas transgénicas, por mencionar algunos ejemplos.

4. ESTADO DEL ARTE O ANTECEDENTES

El uso cronico de productos farmacéuticos derivados de biotecnologia, los estudios de
toxicidad de 6 meses generalmente ha sido aceptado para aprobacion regulatoria. Esta
revision evalud los datos de 23 productos farmacéuticos aprobados derivados de la
biotecnologia para determinar si los estudios realizados eran predictivos de la seguridad
humana y si hay nuevos datos de productos aprobados que indiquen que es necesario
mas de 6 meses (31). Esta evaluacion involucré tres enfoques; si se identificaron
nuevas toxicidades en> 6 meses, similitud de los hallazgos entre los 6 meses y los
estudios mas cortos y la prediccion de eventos adversos clinicos. En dos casos,
aparentemente hubo hallazgos nuevos en estudios> 6 meses. Sin embargo, en el
examen, uno de estos casos fue un riesgo bien establecido con la administracion de
proteinas foraneas a los animales (adalimumab) (20). Para la insulina aspartato , el
estudio de 12 meses identificé tumores no observados en estudios a mas corto plazo,
sin embargo, la determinacién del potencial carcinogénico no es un objetivo de los
estudios de toxicidad crénica y se aborda en estudios separados (29). En la mayoria de
los casos, los estudios de toxicologia fueron predictivos de reacciones clinicas adversas

comunes, pero fueron poco predictivos de eventos clinicos raros o algunas reacciones
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adversas graves (15). Aunque las circunstancias especificas pueden requerir un estudio
mas prolongado, esta revisidn indica que no hay nuevos datos disponibles para refutar
la utilidad de los estudios de 6 meses para respaldar la dosificacion clinica crénica con

productos farmaceéuticos derivados de la biotecnologia (32).

Tabla 4.1. Principales resultados de los estudios de registro de farmacos biolégicos en psoriasis.

Principales resultados de los estudios de registro de farmacos bioldgicos en psoriasis

Duracion RAR"
Referencia del estudio Grupos de tratamiento PASI-TS
(IC 95%)
(semanas)
Adalimumab
Adalimumab 80 mg, 40 mg semana 2 79,6% B61% (48-74)
Saurat JH et al. 2008 (estudio CHAMPION)™ 16 vy cada 2 semanas
Flacebo 18,9%
Adalimumab 80 mg, 40 mg semana 2 T19% B64% (B80-68)
Menter A et al. 2008 (estudio REVEAL)® 16 v cada 2 semanas
Flacebo T%
Etanercept

Etanercept 25 mg 2 x semana 349% 30% (22-38)
Leonardi CL et al. 200318 12 Etanercept 50 mg 2 x semana 499% 45% (37-53)

Flacebo A%
Etanercept 25 mg 2 x semana 349% 319% (24-38)
Papp KA et al. 2005'9 12 Etanercept 50 mg 2 x semana 499% 45% (39-53)

Flacebo 3%
. Etanercept 50 mg/semana AT % A2% (36-48)

20
Tyring S et al. 2006 12 Blacebo 550
Infliximab

Reich K et al. 2005 (estudio EXPRESS)S 10 Infliximab &5 mg/kg semana 0, 2 v & 80% TT% (71-83)

Placebo 3%
X - Infliximab 5 ma/kg semana 0, 2 y & 88% 82% (73-91)

27
Menter A et al. 2007 (estudio SPIRIT) 10 Placebo 6%
Ustekinumalkb

Ustekinumab 45 mg (semana 0 v 4) 67% 64% (58-70)
Leocnardi CL et al. 2008 (estudio PHOEMNDRS 1) 12 Ustekinumab 90 mg (semana 0 v 4) BE% B63% (57-69)

Placebo 3%
Ustekinumab 45 mg (semana 0 v 4) 67% 63% (5B-68)
Papp KA et al. 2008 (estudio PHOEMNIX 2= 12 Ustekinumalb 90 mg (semana 0 v 4) TE% T2% (BB-TT)

Placebo A%
. y a7 Ustekinumab 45 mg (semana 0 v 4) 67,5% 11% (3-19)

Giriffiths CE et al. 2010 (estudio ACCEPT)* 12 ShrErre ST © o TETTETE 56 8%

*RAR: reduccion absoluta del riesgo.

Fuente: TRATAMIENTO DE LA PSORIASIS CON AGENTES BIOLOGICOS, Nuria Padullés Zamora 'y
Jaume Notario Rosa.

En el 2009 Miltiadis Tsilimbaris y colaboradores realizaron estudios sobre la

evaluacion del potencial de toxicidad retiniana de dos dosis adalimumab, un anticuerpo
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monoclonal IgG1 humana recombinante especificos para el factor de necrosis tumoral

humano (TNF), cuando se inyecta por via intravitrea en conejos (33).

La evaluacion histoldégica de la toxicidad de la retina no se observo ninguna alteracion
14 dias después de la administracion intravitrea de dos dosis de adalimumab en
conejos, mostrando que este agente bioldgico es seguro sobre una base a corto plazo.
Sin embargo, se informé desde toxicidad en otra publicacién, nuevos estudios con un
seguimiento mas prolongado para probar concentraciones mas altas y evaluar la

seguridad a largo plazo de este farmaco (34).

En 2010 M. Figueira, y publicaron su estudio neumonia de evolucion fatal en paciente
con artritis reumatoide tratada con Adalimumab. Cuyas conclusiones fueron que el uso
de este tipo de inmunomoduladores no estd exento de efectos adversos y de
complicaciones pulmonares tales como neumopatias intersticiales o infecciones

oportunistas (35).

En 2011 Craig Leonardi, y colaboradores realizaron un estudio la seguridad a largo
plazo del tratamiento adalimumab en psoriasis moderada a severa Un andlisis
exhaustivo donde se observaron lineas de evidencia de seis conjuntos de datos de
seguridad, con el tratamiento de hasta 5 afios, incluyendo los resultados de todos los
pacientes tratados con adalimumab, y un subconjunto de pacientes tratados con la
dosis de 40 mg semanas alternas, no mostraron toxicidad acumulativa, y mostré tasas
de eventos adversos que eran generalmente estable o disminuia con el aumento de

exposicién media por paciente (36).

En 2012 Paula Alvarez-Marticorena y colaboradores se publico probable retinopatia
difusa causada por adalimumab en un paciente con enfermedad de Crohn.. El
adalimumab es un factor de necrosis tumoral a (TNF a) antagonista utiliza para tratar
varias enfermedades inmunologicas. Se cree que los acontecimientos adversos

inesperados relacionados con farmacos anti-TNF se produciran como la administracion
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de este farmaco se hace méas generalizada. Se presentd el caso de una mujer de 37
afos de edad que se quejaba de anormalidades no especificas de la vision en ambos
0jos, un mes después de comenzar el tratamiento con adalimumab para la enfermedad
de Crohn. Los resultados del examen oftalmoldgico inicial fueron normales. Los campos
visuales mostraron depresion difusa y severa en ambos 0jos. Otras enfermedades que
podrian haber causado los defectos del campo visual se descartaron. Los resultados de
las pruebas electrofisiolégicas eran compatibles con retinopatia difusa bilateral, se
suspendio el tratamiento con adalimumab. Seis meses mas tarde, la pérdida del campo
visual persiste, a pesar de que ha mejorado ligeramente. Por lo que sabemos, este es
el primer informe de la retinopatia difusa probable causada por la administracion
sistémica de adalimumab. Esta forma de toxicidad retiniana debe ser considerada en

pacientes con trastornos de la vision tratados con este farmaco (37).

En 2013 Ravish Parekh y Nirmal Kaur publicaron Reporte de un caso Lesion hepética
secundaria a anti-TNF-alfa en la terapia de la enfermedad inflamatoria intestinal. En el
estudio de casos clinicos de pacientes que recibian tratamiento con anti-TNF a como el
infliximab y adalimumab se presentaban reportes de lesion hepatica asociado. A estos

pacientes se les realiz6 biopsia del higado, lo que evidencié inflamacién portal.

Concluyeron lesion hepatica secundaria a los anti-TNF-alfa (38).

5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Evaluar la toxicidad de Adalimumab en el modelo biolégico C. elegans.

5.2. Objetivos especificos

e Determinar la DLsg del Adalimumab en C. elegans.
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e Documentar las alteraciones del crecimiento, locomocion, y mortalidad posterior a la

exposicion a una formulacion del Adalimumab en C. elegans.

e Cuantificar el estrés oxidativo en células de cepas transgénicas de C. elegans al

exponerse a una formulacién del Adalimumab

6. METODOLOGIA PROPUESTA

6.1.1. Disefio de investigacion

Tipos de Investigacion: Investigacion Basica.

6.1.2. Bioensayos

Nemétodos

Agradezco al grupo de investigacion BIOTOXAM de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Cartagena por la donacion de las cepas de los nematodos para los
bioensayos. A continuacion, es detallada la preparacion de materiales y cultivos.

Preparacion de medios
1. Medio K:

e Usar un frasco de un tamafio mayor al volumen a preparar

Agua miliQ (mL) KCI (9) NacCl (g)
500 1.18 15
900 2.12 2.7
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1000 2.36 3.0
2000 4.72 6.0
e Pesar la cantidad requerida de KCIl'y NaCl.
e Colocar en el Erlenmeyer.
e Adicionar el agua miliQ.
e Tapar la boca con papel de aluminio
e Autoclavar una hora y media.
e Dejar enfriar y colocar en frasco limpio.
Agar K:
Agua miliQ (mL) KCI (9) NaCl (9) Peptona () Agar (9)
250 0.59 0.75 0.625 4.25
500 1.18 1.5 1.25 8.5
900 2.12 2.7 2.25 15.3
1000 2.36 3.0 25 17.0
2000 4.72 6.0 5.0 3.0

e Colocar todo en el frasco.

e Agregar una barrita magnética.

e Tapar la boca del frasco con papel aluminio.

e Autoclavar una hora y media.
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Después agregar:

Agar K (mL) Colesterol (uL) MgSO,4 1M (pL) CaCl, 1M (uL)
500 500 500 500
900 900 900 900
1000 1000 1000 1000
2000 2000 2000 2000

e Verter aproximadamente 17 mL en cajas Petri previamente esterilizadas.

e Agregar 300 pL de OP50 para platos grandes y 125 pL de OP50 para platos
pequefios.

Solucion Bleach (V=50 mL):

Agua miliQ (mL) HCIO 5.25% (mL) NaOH

38.5 11.5 5 Perlas

e Disolver bien

e Rotular con fecha (se vence al tercer dia después de la preparacion)

Transferencia de C.elegans:

e Observar que los platos tengan gusanos con el estereoscopio.
e Con el medio K transferir a un tubo de 15 mL.

e Centrifugar 2 minutos a 2200 rcf.

e Dejar decantar 5 minutos en hielo.

e Remover el sobrenadante con pipeta de plastico.

e Colocar el pellet en una caja nueva con OP50 usando la pipeta de vidrio.

34



Sincronizacién:

e Verificar que el plato tenga suficientes huevos.

e Con el medio K y una varilla de vidrio pasar los huevos y gusanos a un tubo de
15 mL.

e Centrifugar 2 minutos a 2200 rcf.

e Reposar 5 minutos en hielo.

e Eliminar el sobrenadante sin alterar el pellet.

e Adicionar 10 mL de solucion Bleach

e Agitar suavemente durante 6 minutos.

e Centrifugar.

e Rapidamente eliminar sobrenadante hasta 2 mL.

e Agregar 13-15 mL de medio K y agitar.

e Centrifugar.

e Dejar reposar 5 minutos en hielo.

e Eliminar sobrenadante hasta 2 mL.

e Agregar 6-8 mL de medio K.

e Centrifugar

e Dejar reposar 5 minutos en hielo.

e Eliminar sobrenadante hasta 2 mL.

e Colocar en caja Petri con agar.

Mantenimiento y sincronizacién:

Las cepas de C. elegans fueron mantenidas en platos Petri en agar K, el cual se
preparé con KCI, NaCl, agar, peptona, colesterol, nistatina, CaCl, y MgSO,4. Los medios
inocularon con E. coli OP50 y se mantuvieron a 20 °C. Para sincronizarlos, a los
nematodos se trataron por diez min con solucion blanqueadora con NaCIlO y NaOH, la
cual oxida cualquier organismo presente, quedando solamente los huevos, los cuales,

gracias a su envoltura, resisten estas condiciones de oxidacion. Aproximadamente 14 h
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después los huevos deben eclosionar, de manera que todas las larvas se encuentren
en estado L1 (4) .

Figura. 6.1. Sincronizacion de las Cepas de C. elegans.

Mortalidad

Los nematodos se cultivaron en placas de agar K y se lavaron usando medio K. se
colocaron 10£1 gusanos N2 sincronizados en edad larval L4 por pozo en placas de 96
pozos junto a la formulacion del Adalimumab en disolucién y una dilucién al 50 % en
agua ultra filtrada. Se realizaron cuatro réplicas por cada tratamiento y se utilizd agua
ultra filtrada como control. Las placas se incubaron a 20 °C, y se contaron el nimero de
organismos muertos y vivos que se encontraron bajo observacion en un microscopio de

diseccion a las 24 h. Cada ensayo se realizé por triplicado (8).

Locomocion

Se utilizaron aproximadamente 30 gusanos por tratamiento. A las 24 h de la exposicion
a la formulacion del Adalimumab en disolucion y a la dilucion al 50 %, se conto el
namero de curvamientos del cuerpo de cada nematodo en un periodo de 20 segundos.

Este curvamiento se observé como un cambio en la direccion de la vulva superior de la
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faringe a lo largo del eje Y, suponiendo que los nematodos se desplazan a lo largo del
eje X (8).

Cambios en la expresion de genes de respuesta al stress

La expresion de los genes fue monitoreada utilizando el GFP para C. elegans. usamos
las cepas transgénicas hsp-3, sod-4 y gpx-4. Se utilizaron aproximadamente 15
gusanos en todas las etapas larvarias las cuales se colocaron en microplacas negros
de 96 pozos con la solucion de adalimumab. Se incubaron a una temperatura de 15 °C
y 24 h después se registro la fluorescencia por medio del fluorskan Perkin-Elmer Victor

1420. Se comparo6 con la solucién control.

Crecimiento

Se expusieron aproximadamente 500 larvas de la cepa silvestre Bristol N2 en edad
larval a la formulacion del Adalimumab en disolucion. En placas de cultivo celular de
96 platos se determiné la longitud de los neméatodos 48 h después de la exposicion con
un el microscopio de diseccion Nikon smz 745T con un aumento de 100X y el software

Image J.

Ensayos con reporteros empleando la proteina verde fluorescente (GFP)

Los nematodos se cultivaron en placas de agar NGM y se lavaron usando medio K
enfriado con hielo (53 mM NacCl, 32 mM KCI). Se colocaron alicuotas iguales (10 uL) de
gusanos en todas las etapas de cada cepa reportera en microplacas negras de 96
pozos, no fluorescentes de fondo en U junto con a la formulacion del Adalimumab. Para
mantener igual concentracion de gusanos se empleé un agitador magnético para
mantener una mezcla homogénea de nematodos. Las placas se incubaran a 20 °C, y la
determinacién de la fluorescencia se realiz6 a las 4 y 24 h. Después de reposar en
hielo durante 15 min, la fluorescencia se cuantific6 mediante el uso de un lector de
placas Perkin-Elmer Victor 1420, usando filtros de paso de banda a 485 y 525 nm para

la excitacion y la emision, respectivamente.
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7. OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES

Cadigo Variable Definicion Tipo Categorias | Rango
No Concentracion | Solucién a diferentes concentraciones | Indepediente | NA NA
aplica de Adalimumab

No Crecimiento Crecimiento corporal del nematodo Dependiente | NA NA
aplica

No Reproduccion | EI niamero de huevos que pone el | Dependiente | NA NA
aplica nematodo por tiempo de exposicion al

medio con Adalimumab

Z
o

Locomocién Movimientos del nematodo en funcién | Dependiente | NA NA
al tiempo de exposicion

QD
5
[3}

8. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se presentan como media * error estandar. Las diferencias significativas se
determinaron con ANOVA, usando la prueba de Dunnett como post-test, para comparar
cada muestra con el control. Es una de las técnicas estadisticas mas utilizadas para
comparar grupos de medidas y normalmente se emplea para establecer semejanzas y
diferencias entre tres o mas grupos distintos. A través de ANOVA se establece un
analisis para evaluar comparativamente unos resultados en distintas clasificaciones o
grupos. De esta manera, es posible calcular si los valores medios son iguales en los
distintos grupos estudiados. Para todos los efectos estadisticos, el criterio de
significacion se fijo en P < 0.05. La toxicidad en C. elegans fue evaluada a través del
estudio de parametros relacionados con la fisiologia del neméatodo, incluyendo variables
tales como mortalidad, locomocion y crecimiento. De igual forma, fueron valoradas las
alteraciones en la expresion de genes de respuesta al estrés en cepas transgenicas del

nematodo.
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9. RESULTADOS Y DISCUSION DE LOS BIOENSAYOS DE TOXICIDAD
RELACIONADOS CON LAS DILUCIONES DE ADALIMUMAB

9.1. Mortalidad

La letalidad se evalu6 contando el nimero de gusanos Vivos y muertos expuestos
durante 24 h. Los ensayos de mortalidad no mostraron cambios con las diferentes
concentraciones de Adalimumab a las que se expuso al nematodo. La mayor mortalidad
se presenta en el medio de la solucion de 10 puM (12 % 1%), entre 10 uM y 100 uM no
hubo diferencia significativa. Las diferentes concentraciones de la muestra
experimental, no evidenciaron efecto negativo sobre la supervivencia de este
nematodo; la mortalidad fue alrededor del 1% con la concentraciéon de 10 pM siendo
este un porcentaje bastante bajo para las concentraciones totales. Se realiz6 también
una dilucion de la muestra de la formulacion de Adalimumab al 50% con la cual no se

presenté mortalidad. Los resultados se pueden observar en la Figura 9.1.

20+ )
Mortalidad

W

15- -|—

% gusanos muertos
—
=
L

T

'D'-— T T
Control 0,1 1 10 100

Concentracion (xM)

Figura 9.1 Efecto de las soluciones del Adalimumab a diferentes concentraciones sobre la
mortalidad en la cepa silvestre Bristol N2 durante 24 h. Los datos se presentan como porcentaje de

los gusanos de 10 +1 expuestos a partir de 4 ensayos independientes.
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Existe poca informacion acerca de este medicamento, y no fue posible evidenciar
estudios pre-clinicos en modelos biologicos igual a este u otro modelo in vivo que

reporten casos de mortalidad con el Adalimumab.

9.2. Crecimiento

La longitud de los nematodos se midio 48 h después de la exposicién con las diferentes
concentraciones de la formulacion del Adalimumab con un el microscopio de diseccion

Nikon smz 745T con un aumento de 100X y el software Image J.

La alteracién en el crecimiento es un indicador de toxicidad que puede ser evaluado
midiendo la longitud del cuerpo. Los promedios de la longitud del cuerpo expresada en
pMm son presentados en la Figura 9.2.

En este estudio se puede observar que la muestra de nematodos expuesta al control
tiene en promedio una longitud de 380 um, mientras que la longitud de los nematodos
expuestos a la formulacién con el Adalimumab aumentd considerablemente incluso
hasta valores superiores a los 500 pm, validado por la existencia de diferencias
estadisticamente significativas (P < 0.0011) entre las concentraciones de la muestra y el

control.

De igual forma, se observa que a mayor concentracion mayor fue la longitud promedio
de los gusanos, ésta Ultima observacion sugiere que el efecto de la formulacién con el
Adalimumab en el desarrollo del cuerpo de los nematodos es dependiente de la
concentracion y que a mayor concentracion mayor aumento de tamafio del nematodo,

lo cual sugiere efecto de disrupcién endocrina.
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Figura 9.2 Crecimiento de

nematodos (C. elegans) expuestos a soluciones del Adalimumab a diferentes concentraciones.
Diferencias significativas con el control (p < 0.05) *, (p < 0.004) **, (p < 0.0001)****m. Diferencia
significativa entre 1 uM y 100 uM (p < 0.05).(ANOVA de una via), multiple comparacion.

La curva de crecimiento tuvo una forma de “U” con la mayor inhibicién a 0.1 uM, pero

con un incremento a partir de 1.0 uM.

9.3. Locomocién

Se utilizaron aproximadamente 30 gusanos por tratamiento. A las 24 h de la exposicion
a la formulacion del Adalimumab en disolucién y a la dilucion al 50 %. Se observo un
aumento en el movimiento del nematodo con respecto al control, excepto en la solucién
de concentracion 1uM. Existe una sobre excitacion no dependiente de la dosis. Los
resultados de locomocion, expresados como numero de curvamientos del cuerpo en 20

segundos, son presentados en la Figura 9.3.
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Figura 9.3 Locomocioén de

nematodos (C. elegans) expuestos a soluciones del Adalimumab a diferentes concentraciones.
Diferencias significativas con el control (p < 0.07) *, (p < 0.003) **, (p < 0.0023)**m. Diferencia

significativa entre 0.1 uM, 10 uM y 100 uM (p < 0.05).(ANOVA de una via), multiple comparacion.

El adalimumab en su ficha técnica reporta reacciones adversas asociada al sistema
nervioso central, el resultado del bioensayo estd asociado a esta alteracion neurotdxica

en el gusano lo cual es el causante de la sobre excitacion (6).

9.4. Cambios en la expresion de genes de respuesta al stress.

Los resultados preliminares mostraron un aumento significativo de la muerte en forma
curva en los gusanos tratados con Adalimumab en las concentraciones usadas y
expuestos por 24 horas. Con el fin de verificar la accion de la formulacion del
Adalimumab sobre la resistencia al estrés de los nematodos, se investigd el efecto
sobre las actividades de las enzimas antioxidantes. Se midieron las actividades
enzimaticas de SOD-4, GPX-4 y HSP-3 usando cepas transgénicas del gusano. Los

resultados mostraron que la formulacion del Adalimumab fue capaz de elevar
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significativamente las actividades de las 3 enzimas estudiadas. Nuestros datos
muestran que los gusanos expuestos presentan sobreexpresion de las proteinas sod-4,
gpx-4 y hsp-3, (figura 9.4), evidenciando mejora de la resistencia contra el estrés
oxidativo en C elegans. La enzima con mayor expresion fue la SOD-4 a las
concentraciones de 0.1 uM, 10 uM y 100 uM, donde se registrd la mayor fluorescencia
relativa de la cepa de C. elegans, modificada para la expresion de este gen, alcanzando
casi 5 veces el nivel de expresion del ensayo control. La actividad del hsp-3 se
aumento, debido al estrés general, lo cual indica que su actividad esta relacionada en
arreglar las proteinas dafiadas por el incremento en la expresion la cual fue
dependiente de la dosis hasta 10 uM. Esto sugiere un efecto de envejecimiento celular

por liberacion de radicales libres lo que lleva a efectos sub letales. Figura 9.4.

B SOD-4
4- E HSP-3
o [ GXP-4

Fluorescencia relativa
*=

o N N o

Concentracién (uM)

Figura 9.4. Las cepas transgénicas expuesta a las diferentes concentraciones de la solucién del
Adalimumab. Se puede observar en la grafica gxp-4 no se sobre expresa; la sod-4 siper oxidasa
dismutasa se sobre expresa debido al estrés oxidativo con diferencias significativas con el control y las
otras cepas (p < 0.03); la cepa hsp-3 debido al estrés general se sobre expresa hasta la concentracién 10
UM,
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El resultado de los cambios en la expresion génica del bioensayo tiene un aporte
importante en la identificacion de la formacion de radicales libres causado por
Adalimumab. En el 2017 se realiz6 un estudio observacional con la base de reporte del
programa de Farmacovigilancia distrital de Bogota donde se evidencio nefrotoxicidad

por Adalimumab.

Es importante resaltar que una de las causas de la nefrotoxicidad es la produccion de
radicales libres inducida por farmacos y este medicamento biotecnoldgico esta entre los

grupos farmacoldgicos mas implicado en nefrotoxicidad (2).
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CONCLUSIONES

Los bioensayos con solucion de la formulacion de Adalimumab y el modelo biolégico

Caenorhabditis elegans arrojaron resultados de gran interés clinicos en lo referente:

- Las diferentes concentraciones de Adalimumab, no evidenciaron efecto negativo
sobre la supervivencia de este nematodo en la evaluacion de la mortalidad, no altera

el ciclo de vida y la longevidad.

- La sobreexcitacion de la locomocion del gusano expuesto a las diferentes
concentraciones de la formulacion de la Adalimumab con diferencias significativas
(p<0,005) en el andlisis estadistico ANOVA, demuestra la neurotoxicidad causada

por este agente externo.

- El Adalimumab es un disruptor endocrino, que produce un incremento en la longitud

del nematodo, demostrando un nivel de toxicidad.

- Elincremento de la actividad de la cepa transgénicas SDO-4, HSP-3 expuesta en la
formulacion de Adalimumab, es producto de la liberacion de radicales libres, los
cuales son eliminados por estas enzimas, dicha reaccién implica REDOX del
cofactor del metal del sitio activo de la enzima. Esto indica la induccion al

envejecimiento y dafio celular por la solucion en estudio.
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RECOMENDACIONES

A los pacientes que son candidatos a recibir el tratamiento farmacolégico con
Adalimumab, se recomienda hacer pruebas clinicas antes, durante y después del
inicio del mismo como perfil hepatico, niveles de hormona de crecimiento, glicemia y
PCR para detectar posibles alteraciones en las funciones hepatica, renal,

crecimiento y metabolicas. Lo cual fortaleceria el programa de Farmacovigilancia.

Las instituciones prestadoras de salud (IPS), que atienden pacientes con
enfermedades autoinmune, y tienen tratamientos farmacoldgicos con medicamentos
bioldgicos, deben contar los programas de Farmacovigilancia, para la notificacion

de sospecha de toxicidad por estos farmacos.

Los pacientes gue inicien tratamiento con Adalimumab, ElI médico tratante debe dar
a conocer a los pacientes la informacion contenida en la ficha técnica del
medicamento, con el fin de notificar cualquier cambio que sienta en su organismo y

asi prevenir otros problemas de salud asociado al medicamento.
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