
 
EVALUACIÓN TOXICOLÓGICA DE UNA  

FORMULACIÓN DE ADALIMUMAB  

USANDO CAENORHABDITIS ELEGANS COMO MODELO  

BIOLÓGICO 

 

 
 
 
 

Presentado  por: 
 
 
 

JULIA ARACELLYS GONZALEZ PUERTAS, MsC.  

 

 

 

María Cecilia García E., MD., Ph.Dc 

Directora 

 

Requisito para optar al grado de Magister en Toxicología 
 
 
 

 
 
 
 
 

Universidad de Cartagena 
Facultad de Medicina 

Programa de Maestría en Toxicología 
Cartagena, Colombia  

2018 
 
 
 
 



2 
 

AGRADECIMIENTOS 

 

De manera especial agradezco a mis profesores del Programa:  

 María Cecilia García Espiñeira, M.D., Esp. Patología. Ph.Dc  Docente Titular 
Facultad de Medicina - Universidad de Cartagena- Cartagena, Colombia 

 

 Lesly Tejeda Benitez I.Q., M.Sc. Ph.Dc  Docente Titular Facultad de Medicina - 
Universidad de Cartagena- Cartagena, Colombia 

 

 Dr. Fernando Cabarcas Castellanos Q.F. M.Sc. Toxicología Universidad de la 
Habana Cuba. Decano Facultad Química y Farmacia. Universidad del Atlántico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



3 
 

DEDICATORIA 

 

A DIOS por iluminar mi mente con la luz de la fe y el optimismo, estar conmigo en los 

momentos felices, difíciles y en aquello que pensé desfallecer. Esos momentos en que 

sentí no poder hacer mis sueños realidad de ser Magister en Toxicología. Dios gracias 

por haber estado a mi lado y darme esta alegría inmensa de cumplir ese sueño que sin 

ti no lo lograría. Gracias por amarme tanto y llenarme de muchas bendiciones mi vida. 

A mis hijas GABRIELA Y JULIANA que son el motor de mi vida que me impulsan para 

seguir este camino y el gran amor que por ellas siento.  

A mi madre TERESA, que con sus esfuerzos me dio la educación que hoy tengo y en 

quien siempre encontré fuerza, confianza y los mejores deseos de triunfo. 

Al padre de mis hijas JOHN, por su entrega al fruto de nuestras vidas y estar cuidando 

de ella en esos momentos que estuve en Cartagena para lograr este sueño. 

A mis hermanos que adoro con toda el alma JORGE Y LUIS EDUARDO, quienes han 

estado conmigo en todo momento y me han apoyado con su amor incondicional. 

A mis padres que desde el cielo cuidan de mí. Cada lagrima que derramo por ellos es 

de darles gracias por haber cuidado de mí en los momentos que compartimos, los amo 

más allá de la eternidad JULIO GONZALÉZ Y PEDRO PUERTAS. 

A mis tíos que partieron a la eternidad, siempre sentí el amor y orgullo de ver mi 

crecimiento profesional. Hoy les dedico este trabajo JUAN PUERTAS, PEDRO 

PUERTAS  

A mis amigas incondicionales que siempre han estado conmigo en los momentos 

difíciles y felices de mi vida, y las que quiero con toda el alma: JUDITH 

GASTELBONDO, LIDA VIVERO, TEY MERLANO, CLAUDIA ARZA, CLAUDIA 

BUZON, TERESA VITOLA, JACQUELINE CASTRO, BELKIS PALACIO, NESLY 

PERNET, YANETH TROCHA E ISABEL DE MOYA. 



4 
 

 Al Pastor DANIEL VILLABON, que con sus oraciones en los devocionales ha estado 

orando por mi vida y sanación espiritual. Gracias por sus oraciones que han sido de 

grandes bendiciones en mi vida. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



5 
 

TABLA DE CONTENIDO 
 

AGRADECIMIENTOS ................................................................................................................................. 2 

DEDICATORIA ............................................................................................................................................ 3 

DESCRIPCIÓN DE LA PROPUESTA ...................................................................................................... 7 

1. RESUMEN DEL PROYECTO ........................................................................................................... 7 

2. DESCRIPCIÓN DEL PROYECTO .................................................................................................... 9 

2.1. Planteamiento del problema .......................................................................................................... 9 

2.2. Justificación ....................................................................................................................................10 

3. MARCO TEÓRICO ............................................................................................................................11 

3.1. Medicamentos biotecnológicos. ..................................................................................................11 

3.1.1. Fabricación del medicamento biotecnológico. ......................................................................12 

3.1.2. Fármacos anti-TNF ...................................................................................................................16 

3.1.2.1 Seguridad ................................................................................................................................17 

3.1.2.2. Efectos adversos: ..................................................................................................................17 

Interacciones: .............................................................................................................................................19 

Embarazo: ..................................................................................................................................................19 

Insuficiencia renal y hepática: .................................................................................................................20 

3.1.2.3. Antes de iniciar el tratamiento .............................................................................................20 

Inmunogenecidad de los MB ...................................................................................................................22 

3.1.2.4. Farmacocinética.....................................................................................................................23 

3.2. Caenorhabditis elegans ................................................................................................................24 

3.2.2. Evaluación toxicológica utilizando C.elegans. ......................................................................27 

4. ESTADO DEL ARTE O ANTECEDENTES ...................................................................................28 

5. OBJETIVOS .......................................................................................................................................31 

5.1. Objetivo general .............................................................................................................................31 

5.2. Objetivos específicos ....................................................................................................................31 

6. METODOLOGÍA PROPUESTA ......................................................................................................32 

6.1.1. Diseño de investigación ............................................................................................................32 

6.1.2. Bioensayos .................................................................................................................................32 



6 
 

Nemátodos .................................................................................................................................................32 

Preparación de medios .............................................................................................................................32 

Mantenimiento y sincronización: .............................................................................................................35 

Mortalidad ...................................................................................................................................................36 

Locomoción ................................................................................................................................................36 

Cambios en la expresión de genes de respuesta al stress ................................................................37 

Crecimiento ................................................................................................................................................37 

Ensayos con reporteros empleando la proteína verde fluorescente (GFP) .....................................37 

7. OPERACIONALIZACIÓN DE LAS VARIABLES ..........................................................................38 

8. ANÁLISIS ESTADÍSTICO ................................................................................................................38 

9. RESULTADOS Y DISCUSIÓN DE LOS BIOENSAYOS DE TOXICIDAD RELACIONADOS 

CON LAS DILUCIONES DE ADALIMUMAB .........................................................................................39 

9.1. Mortalidad .......................................................................................................................................39 

9.2. Crecimiento ....................................................................................................................................40 

9.3. Locomoción ....................................................................................................................................41 

9.4. Cambios en la expresión de genes de respuesta al stress. ...................................................42 

CONCLUSIONES ......................................................................................................................................45 

RECOMENDACIONES.............................................................................................................................46 

BIBLIOGRAFÍA ..........................................................................................................................................47 

 

 

 

 

 

 

 



7 
 

DESCRIPCIÓN DE LA PROPUESTA 

1. RESUMEN DEL PROYECTO  

 

El TNF-α es una citoquina pro-inflamatoria producida por los macrófagos, aunque 

también por otras células del sistema inmune (neutrófilo, linfocitos, células NK, células 

endoteliales o mastocitos) en respuesta a daño tisular o infección (1). Su producción 

esta aumentada en numerosas enfermedades inflamatorias crónicas, coadyuvando los 

efectos negativos de las enfermedades crónicas (la inflamación en sí es una respuesta 

fisiológica y no es esencialmente mala) y los efectos negativos sobre órganos y tejidos; 

es por ello que su principal aplicación terapéutica está dada para enfermedades 

reumatológicas e  inflamatorias intestinales (2). 

 

Los medicamentos inhibidores del Factor de Necrosis Tumoral o anti-TNF son 

medicamentos biológicos utilizados en el tratamiento de procesos inflamatorios 

crónicos. Los medicamentos biológicos están compuestos por proteínas de gran 

tamaño obtenidas en su mayor parte a través de técnicas de recombinación de ADN o 

por anticuerpos monoclonales (1). Estos medicamentos se diferencian de los obtenidos 

por síntesis química básicamente en dos aspectos: el enfoque más específico de su 

desarrollo y la complejidad a la hora de obtenerlos. Así, el desarrollo de estos 

medicamentos se basa en identificar en primer lugar los mecanismos biológicos de la 

enfermedad y sus componentes bioquímicos (por ejemplo, receptores celulares, 

inmunoglobulinas o proteínas específicas) y en desarrollar después moléculas que 

tengan como objetivo esos componentes (3). 

 

El adalimumab es un representante de este grupo de fármacos usados en psoriasis en 

placas, artritis psorásica, reumatoide. Sus antecedentes en reportes del programa 

farmacovigilancía con referencia  a las  reacciones adversas  han direccionado al 

desarrollo de este trabajo de investigación para hacer bioensayos en modelos 

biológicos como el nemátodo Caenorhabditis elegans (C. elegans) de la Cepa silvestre 
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N2 (4). Se la  utilizará la cepa N2 de C. elegans para ser expuesta a formulación de 

adalimumab en diferentes concentraciones de manera que se evalúen los posibles 

cambios tóxicos con relación al movimiento, crecimiento, y muerte del nemátodo. 
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2. DESCRIPCIÓN 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 fisiológicos importantes como la apoptosis, la 

activación celular y la inducción de otras citoquinas inflamatorias (2). Los medicamentos 

inhibidores del TNF ofrecen una estrategia específicamente dirigida, que contrasta con 

los inmunosupresores no específicos que tradicionalmente se emplean en la mayoría 

de estas enfermedades. Sin embargo, esta citoquina ejerce distintas funciones :son 

responsables de funciones de inmunidad celular (activación de linfocitos TC e 

hipersensibilidad de tipo retardado), destinadas a responder a parásitos intracelulares 

(virus, protozoos, algunas bacterias) en el organismo, por lo que su inhibición podría 

acarrear también efectos adversos importantes (5). Así, el TNF es un componente 

importante de la respuesta del sistema inmunitario frente a las infecciones y su 

inhibición puede causar infecciones graves (3).  

 

Una de los medicamentos para tratar la psoriasis, enfermedades reumatológica   es el 

Adalimumab (6). Sus  estudios clínicos han reportados que  no muestran riesgos 

especiales para los seres humanos según los estudios convencionales,  de toxicidad a 

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

 

Además de los estudios anteriores es importante evaluar los efectos tóxicos y 

genotóxicos usando un modelo biológico como C.elegans, determinar  posibles cambios 

en la reproducción de este nematodo.  C.elegans es un nematodo no parásito cuyo 

genoma se conoce  completamente y se utiliza en una gran cantidad de estudios de 

efectos biológicos por Sydney Brenner en 1965 (8). Como modelo biológico de estudio. 

Se plantea la siguiente pregunta problema:  
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¿Se evidencian cambios significativos de efectos tóxicos sobre el nemátodo 

C.elegans al exponerlo a soluciones de Adalimumab? 

2.2. Justificación  
 
La Organización Mundial De La Salud (OMS) define la salud como el estado completo 

bienestar físico, mental y social, y no solamente la ausencia de afecciones o 

enfermedades. Esta definición 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 

toxicología en sus distintas ramas está creciendo con mayor relevancia en los últimos 

años. 

 

En el presente estudio se busca identificar los riesgos de daño de la expresión génica, 

cambios en locomoción, alteración de crecimiento y mortalidad de la exposición del 

nemátodo C.elegans en diferentes diluciones del adalimumab. El creciente interés por 

el desarrollo y empleo de pruebas biológicas para evaluar los efectos tóxicos 

potenciales  de algunos medicamentos  sobre los seres humanos y los ecosistemas han 

permitido bioensayos que evidencian daños genéticos y tóxicos (9). Puesto que los 

ensayos en animales como ratones y conejos son costosos y demorados, se 

desarrollan modelos biológicos en organismos más sencillos. Estos se pueden elaborar  

mucho más  rápidos y económicos y así evitar los problemas de manejo de animales en 

el laboratorio  (10).  

 

Así mismo beneficiar con los conocimientos adquiridos a la comunidad.  
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3. MARCO TEÓRICO  

3.1. Medicamentos biotecnológicos.  

Los medicamentos biotecnológicos son los que se fabrican con técnicas de ADN 

recombinante o tecnología de hibridoma (anticuerpo monoclonales). Se les llama así 

para diferenciarlos de los medicamentos que se obtienen por síntesis química. Están 

clasificados en tres grupos (1): 

 

El primero formado por proteínas 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 diseñados para actuar sobre una diana específica, el 

tercero constituido por proteínas de fusión las con base en receptores naturales (11).  

 

En 1970 se aísla la primera enzima restrictasa (endonucleasa de restricción) extraída 

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 restricción, capaces de cortar secuencias determinadas, con 

cerca de 100 dianas diferentes, y extraídas de más de 200 especies distintas de 

bacterias. El primer mapa genético de restricción se construyó un año más tarde del 

aislamiento de la primera restrictasa y correspondió al material hereditario de un virus, 

el SV40, que quedó cortado en 11 fragmentos en puntos específicos. De hecho, en 

1978 se concedió 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 líneas celulares: un linfocito B (que es el que produce el 

anticuerpo) y una célula inmortal (una célula cancerígena). El hibridoma es, por tanto, 

una célula inmortal que produce el anticuerpo de interés de forma sistemática (12). 

Usando la técnica del ADN recombinante  se hace que un grupo  de células produzcan 

la proteínas de interés de origen humano al insertarle el gen de las células humanas.  
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De esta forma disminuye la contaminación y la posibilidad de reacción inmunológica en 

la producción de anticuerpos monoclonales  

 

 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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. Fabricación del medicamento biotecnológico. 

La producción de un medicamento biotecnológico (MB) involucra una serie de pasos 

para obtener un producto de elevada pureza, estable, seguro y efectivo, los cuales se 

mencionan a continuación (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). 

 

Parametrización 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 línea celular a usar, la secuencia de cDNA, el tipo de plásmido/vector a 

usar, los elementos accesorios de DNA, el tipo de célula hospedero, las técnicas de 

transfección, así como la propagación de las líneas celulares hospederos (15). 

 

Mantenimiento de la producción del cultivo: una vez seleccionado el MCB, es necesario 

asegurar la composición de los medios de cultivo, los tipos de viales/botellas de cultivo, 

el tipo de fermentador/bio-reactor a usar (16). 

 

Producción de las proteínas: el cultivo produce la proteína deseada, junto con otras 

sustancias producidas por el organismo seleccionado. Esta producción es dependiente 

de temperatura y pH, el medio de cultivo, las características físicas del biorreactor, la 

edad del cultivo. El proceso que lleva a la obtención del cultivo se denomina “up 

stream”, y la parametrización es un factor clave para garantizar la reproducibilidad del 

proceso. 

 

Purificación de la proteína: 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 glicoproteína está “pura”, se ha visto que pueden existir 

diferentes isoformas de una misma glicoproteína que pueden tener diversas funciones. 

Mientras que algunas isoformas pueden exhibir diferentes propiedades 

farmacocinéticas, otras pueden variar su afinidad por los receptores específicos, 

modulando los efectos terapéuticos distintos a los esperados originalmente. Y todas 

estas alteraciones pueden darse aún bajo las más estrictas condiciones de producción. 

El producto que se obtiene depende así, de todos los pasos del proceso antes detallado 

(16). 

 

Análisis: el control de calidad de la producción del medicamento biotecnológicos es 

mucho más complejo que el de la producción de un fármaco químico. La evaluación de 

la calidad pasa por una variada y amplia tipos de ensayos, incluyendo verificación de la 

pureza alcanzada y actividad biológica de la proteína. 
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Formulación farmacéutica: los MB presentan una inestabilidad física y química. Su 

estructura proteica y su grado de labilidad amerita que se extremen las formas y 

condiciones en la que la proteína debe ser incluida en la forma farmacéutica adecuada 

(17). 

 

Actualmente están aprobados en Europa cuatro fármacos biológicos indicados en el 

tratamiento de la psoriasis: tres fármacos anti-factor de necrosis tumoral alfa (TNF) 

(adalimumab, etanercept, infliximab) y un fármaco anti-interleucinas (IL)-12/23 

(ustekinumab). En la Tabla 3.1. se muestra el mecanismo, indicaciones aprobadas por 

la European Medicines Agency (EMA), dosificación recomendada en psoriasis y el coste 

anual en fase de inducción y mantenimiento (18).  
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Tabla 3.1. Fármacos Biotecnológicos de mayor uso 

 

Fuente: TRATAMIENTO DE LA PSORIASIS CON AGENTES BIOLÓGICOS, Núria Padullés Zamora y 

Jaume Notario Rosa. 
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3.1.2. Fármacos anti-TNF 

 

Etanercept:  

Etanercept es una proteína de fusión humana formada por el receptor TNFα fusionado 

con la fracción Fc de la IgG humana, que inactiva el TNFα. Fue el primer agente 

biológico aprobado para el tratamiento de la psoriasis. Aunque el inicio de acción es 

más lento que el de los anticuerpos monoclonales, la eficacia de etanercept fue 

demostrada en 3 estudios pivotales en fase III. 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 día de 

hoy es el único agente biológico aprobado para el tratamiento de la psoriasis pediátrica 

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

 

Infliximab:  

Infliximab es un anticuerpo monoclonal quimérico que se une a TNFα y que requiere la 

administración intravenosa en centros de hospital de día. Se usa principalmente en 

pacientes que precisan una respuesta rápida por la intensidad de la enfermedad, el 

elevado componente inflamatorio, la presencia de artropatía psoriásica o la posibilidad 

de recaída. Su eficacia se ha demostrado en 3 estudios pivotales aleatorizados 

comparativos con Placebo (15). 

 

Adalimumab: 

Se produce mediante tecnología de ADN recombinante en un sistema de expresión de 

células de mamífero y se purifica mediante un proceso que comprende pasos de 

inactivación vírica específica y de eliminación. Consta de 1,330 aminoácidos 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 TNFα (20).  
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3.1.2.1 Seguridad 

Los agentes biológicos presentan un buen perfil de seguridad. La suspensión del 

tratamiento debido a efectos adversos es superior en el caso de las terapias clásicas 

comparado con los fármacos biológicos. Asimismo, los fármacos biológicos no 

presentan toxicidad acumulada que limite, según ficha técnica, su uso de forma 

continuada y a largo plazo (21). 

 

Los efectos adversos graves han sido descritos en una baja proporción 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-α), la experiencia 

con adalimumab sólo aporta información con respecto a su seguridad a medio plazo, 

por lo que deberán pasar unos años para poder confirmar estos resultados a más largo 

plazo. Por todo esto es imprescindible realizar un cribaje correcto de los pacientes 

candidatos al fármaco y monitorizarlos estrechamente durante el período de tratamiento 

y hasta 5 meses después (22). 

3.1.2.2. Efectos adversos: 

Los efectos adversos más frecuentes son leves y raramente condicionan la suspensión 

del tratamiento. Entre los acontecimientos adversos más frecuentes destacan las 

reacciones en el lugar de inyección (eritema leve, picor, dolor o inflamación) en el caso 

de las formas de administración subcutáneas y reacciones relacionadas con la 

administración intravenosa de infliximab. La aparición de reacciones de 

hipersensibilidad que incluyen sarpullido, urticaria o anafilaxia son raras. El aumento de 

las infecciones del tracto respiratorio superior, cefalea y elevación temporal de enzimas 

hepáticas también están incluidos dentro de los efectos secundarios más frecuentes por 

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

inmunosupresión que se les atribuye:  

 

Infecciones:  

El riesgo global de infecciones en pacientes tratados con agentes biológicos es superior 

al de la población no expuesta a estos fármacos. Este riesgo es superior durante los 

primeros seis meses de tratamiento y no se incrementa con el tiempo de exposición. 

Son más habituales en mayores de 65 años, y las más frecuentes son las infecciones 

leves del tracto respiratorio superior, urinarias y cutáneas. El riesgo de infecciones 

graves es más controvertido; diferentes metanálisis. 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 psoriásica (7).  

 

Tuberculosis: 

 Los agentes anti-TNF pueden producir reactivación de la infección tuberculosa latente 

en formas extra pulmonares potencialmente graves y es imprescindible un correcto 

estudio previo, tratamiento profiláctico si es necesario y ser conscientes de esta 

posibilidad infecciosa en pacientes con clínica sugestiva o con fiebre o síndrome tóxico 

(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 

años). La información de los ensayos clínicos y la experiencia pos autorización no 

indican que exista un aumento del riesgo de padecer neoplasias sólidas para la 

exposición a fármacos biológicos. En cuanto al cáncer cutáneo, los datos muestran un 

riesgo mayor de desarrollar cáncer cutáneo no-melanoma (basocelular y espinocelular). 

Hay que remarcar que el riesgo puede variar según el agente biológico y la patología. 

Independientemente de los posibles efectos atribuibles a la inmunosupresión, cada 

fármaco por ser o por su mecanismo de acción puede presentar contraindicaciones que 
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hay que conocer. Así pues, se ha sugerido que existe una asociación entre el uso de 

fármacos anti-TNF y un aumento de la frecuencia de aparición de enfermedades 

desmielinizantes o su exacerbación (esclerosis múltiple, neuritis óptica). Aunque no se 

ha establecido una relación causal, los fármacos anti-TNF están contraindicados en 

pacientes con enfermedades desmielinizantes y se tiene que valorar cuidadosamente la 

aparición de síntomas como parestesias, alteraciones visuales (neuritis óptica) y/o 

confusión. Los fármacos anti-TNF también están contraindicados en pacientes con 

insuficiencia cardíaca de grados III-IV de la New York Heart Association (NYHA) y se 

han de usar con precaución en los grados I-II. En cuanto a las alteraciones 

hematológicas, la trombocitopenia y la leucopenia son efectos secundarios poco 

frecuentes asociadas a los anti-TNF; raramente puede aparecer pancitopenia y anemia 

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

Interacciones: 

Hay que considerar que, a excepción de la combinación con determinados fármacos 

inmunosupresores, los agentes biológicos muestran poca o nula interacción con otros 

principios activos. No se recomienda la administración simultánea de vacunas vivas y 

fármacos biológicos, ni la administración concomitante de los fármacos 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 clínicamente 

significativas con digoxina o warfarina (19).  

Embarazo: 

Los datos disponibles sobre el uso de fármacos biológicos durante la gestación son 

escasos y de difícil interpretación, provienen mayoritariamente de series de casos de 

pacientes diagnosticadas de artritis reumatoide y enfermedad inflamatoria intestinal. Los 

efectos adversos derivados del uso de fármacos biológicos documentados como la 
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prematuridad, abortos espontáneos, bajo peso en el recién nacido, preeclampsia, 

malformaciones fetales y anomalías congénitas son pocos y su incidencia parece ser 

similar a la de la población general. Aunque en la mayoría de casos el tratamiento con 

agentes biológicos se suspende durante el embarazo y que los casos documentados en 

los que se han administrado durante todo el embarazo son escasos, la decisión de usar 

terapia biológica durante el embarazo se ha de realizar de forma individualizada 

valorando el beneficio-riesgo, teniendo en cuenta que son fármacos clasificados como 

categoría 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 recomendación de 

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

 

Lactancia: 

La seguridad en el uso de agentes biológicos durante la lactancia no está claramente 

establecida, sin embargo, parece que la seguridad sería aceptable. Hay que tener en 

cuenta que parece que se podrían detectar en concentraciones bajas en leche materna 

y que se desconoce el efecto a medio y largo plazo de la exposición de estos agentes 

sobre el sistema inmunitario del neonato (19).  

Insuficiencia renal y hepática: 

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 hepática (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 infección 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. Existe 

controversia en cuanto a la necesidad de vacunación 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 antihistamínicos para el 

tratamiento de las reacciones locales de carácter leve que aparezcan en el punto de 

inyección de fármacos de administración subcutánea. También se recomienda rotar los 

lugares de inyección. 

 

- No se pueden administrar vacunas vivas atenuadas. No existe contraindicación para la 

administración 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 cirugía mayor programada; es necesario 

interrumpir el tratamiento antes de la cirugía y hasta que disminuya el riesgo de 

aparición 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 fármacos biológicos en psoriasis  

 

Fuente: TRATAMIENTO DE LA PSORIASIS CON AGENTES BIOLÓGICOS, Núria Padullés Zamora y 

Jaume Notario Rosa. 

Inmunogenecidad de los MB 

Los medicamentos biotecnológicos son capaces de generar respuesta inmune, lo que 

no sucede con los farmacoquimicos (FQ). Constituye así un punto crítico, el cual no 

puede ser previsible en función de los análisis químicos estructurales de los 

medicamentos biotecnológicos. Dado que los tratamientos con MB pueden ser de 

meses o años, la inmunogenicidad es sin lugar a dudas de gran relevancia. 

Desafortunadamente no es posible efectuarla en la actualidad. Un aspecto importante 

asociado a la aparición de estas reacciones de inmunogenicidad es la variación en el 

patrón de glicosilación que experimentan algunos MB. Pequeñas variaciones a ese 

nivel, que pueden producirse por multitud de factores (cambios de pH, cambios en los 

estabilizantes empleados, etc.), pueden derivar en consecuencias clínicas imprevisibles. 

Hay factores que se relacionan con el paciente, como son sus características genéticas, 

la forma de administración del medicamento (la vía de administración s.c, i/m, i/v, 

tópica; a dosis más elevada o mayor frecuencia, mayor el potencial inmunogénico) y la 
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patología (anticuerpos aumentados en una infección o disminuidos en una 

inmunosupresión) 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 acción y las consecuencias 

derivadas de ello. Esto no ocurre en forma tan directa con los MB. Honorato 2007 

describe claramente esta situación ejemplificando con las citoquinas: muchas citoquinas 

se secretan por una célula que tiene por objetivo actuar sobre otra célula o receptor 

próximo. Cuando se administra la IL-2 vía intravenosa, la introducción en el organismo 

ocurre lejos del sitio de acción y así se ve expuesta a sufrir transformaciones antes de 

alcanzar los receptores específicos. Así, 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 mencionó previamente, una gran diferencia con los FQ de bajo peso 

molecular es la biodisponibilidad de los medicamentos biotecnológicos por vía oral, en 

su mayoría inferior al 1%, siendo las vías de administración más habituales la i/v y la s/c 

(25). En el caso de la vía s/c, si bien la biodisponibilidad teórica es del 100% esto nunca 

se alcanza, ni aún para los FQ, ya que depende del peso molecular, el modelo animal 

en estudio, el sitio de inyección, la vascularización de la zona adyacente y posibles 

alteraciones patológicas en la zona de inyección, 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 sanguíneo a través de la pared endotelial (los de menores pesos 

moleculares) a través del sistema linfático, vía el conducto torácico (los MB de pesos 

moleculares superiores a 15 kDa (7).  

 

Este último caso aumenta las probabilidades de que la proteína sufra degradaciones 

importantes, disminuyendo así su biodisponibilidad. La degradación puede comenzar ya 
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incluso en la zona de inyección por la acción de proteasas endoteliales, dependiendo 

del tiempo que el fármaco permanezca en esa zona. Otro aspecto importante 

relacionado a la biodisponibilidad de los MB es su rápida disposición, ya que en general 

son degradados por proteasas y se excretan rápidamente vía renal (13). 

 

Los medicamentos biotecnológicos son una alternativa terapéutica para muchas 

enfermedades que hasta el momento no tenían tratamiento. Sin embargo, en la 

actualidad su uso mayoritario está enfocado en dos áreas: la oncología y la 

reumatología.  Por otra parte en el tratamiento de enfermedades inflamatorias 

articulares los medicamentos biotecnológicos ralentizan y, algunas veces, detienen el 

daño anatómico 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 características, de simpleza anatómica, fácil de 

observación debido a la transparencia además de su corto ciclo de vida  de generación 

(3 días) y alimentación sencilla a base de Escherichia coli,  lo que le permitió  tomarlo 

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

 

En los años 1970 y 1980, se caracterizó la línea celular desde el huevo hasta al adulto 

del nematodo por microscopia.  Estos estudios microscópicos electrónicos permitió el 

seccionamiento de la reconstrucción del sistema nervioso completo, los datos genéticos 

y genómicos generados en los años 1990. Este nematodo es se ha convertido  de vital 

aporte en la caracterización funcional de las células eucariotas (8). 
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Características de C. elegans  

 

Mide aproximadamente 1 mm de longitud (figura 3.2). Su transparencia permite la 

visualización 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 posición única. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

 

La mayoría de los individuos son hermafroditas, con dos ovarios, oviductos, una 

cavidad para almacenar el esperma, llamada espermateca y un útero (27). Los 

hermafroditas producen ovocitos y espermatozoides, se reproducen por 

autofecundación y no pueden fertilizar a otros hermafroditas. Los machos, que 

aparecen de manera espontánea con una frecuencia inferior al 0.3 %, pueden fertilizar 

hermafroditas. El ciclo reproductivo de C. elegans es de 2.5 a 4 días a temperatura 

ambiente y su esperanza de vida varía entre 12 y 20 días. 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 más habrán muerto por 
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apoptosis. El adulto maduro es fértil durante 4 días, tiempo después del cual puede vivir 

entre 10 y 15 días. Cada adulto hermafrodita coloca entre 200 y 300 huevos y el 

intervalo entre puestas consecutivas es de 20 minutos. La nueva generación pasará 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 

incubación (8). Cuando las condiciones ambientales son adversas, por ejemplo, durante 

escasez de alimentos, altas temperaturas o grandes densidades de población, es poco 

probable una reproducción 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 alimentación, y un aumento de la resistencia de la cutícula. Los 

animales pueden volver a entrar al ciclo de vida reproductiva una vez las condiciones 

sean más favorables (28).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.3 ciclo de vida de C. elegans, tomado de Worm Atlas, 2009 

 

 

 

3.2.1. Ventajas como modelo biológico 
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C. elegans se utiliza  en  estudios toxicológicos desde el nivel del animal completo 

hasta el nivel de células individuales (8) . Tiene un tiempo de generación corto (3 días), 

siendo capaz de autofecundarse, haciendo económico su mantenimiento en el 

laboratorio. Produce una gran progenie, entre 200 y 300 crías. La genética de este 

animal está muy bien establecida, debido a que su genoma fue secuenciado 

completamente y existe un buen conocimiento del linaje celular completo de sus 959 

células somáticas. C. elegans es ideal para mecanismos moleculares debido a la 

facilidad con la que puede manipular genéticamente. Su excelente desempeño como 

modelo en esta área propicia al desarrollo de muchas herramientas y recursos, 

incluyendo miles de mutantes caracterizados y bibliotecas de ARN de interferencia 

(ARNi), útiles para silenciar la expresión de genes específicos e inferir su efecto. 

 

Así mismo, su transparencia hace que las proteínas 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, K3PO4, KH2PO4, K2HPO4 y 

MgSO4. Otro medio de cultivo utilizado es el agar K, el cual contiene adicionalmente KCl 

(29). Por su parte, el medio líquido K es utilizado para transferir los gusanos a platos 

frescos y para ensayos en medio líquidos. 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. Evaluación toxicológica utilizando C.elegans. 

Existen muchos puntos finales que se pueden evaluar en los experimentos de toxicidad 

empleando C. elegans. El procedimiento general de exposición aguda consiste en la 

incubación de adultos jóvenes dentro del medio líquido K con el tóxico a diferentes 

concentraciones, sin alimento. Para ensayos de exposición 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 cría pueda afectar el 
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resultado del experimento, algunos autores interrumpen la reproducción empleando 5-

fluorodesoxiuridina, un inhibidor de la síntesis del ADN (30). Por lo general, los ensayos 

de toxicidad se realizan utilizando curvas de concentración-respuesta.  

 

Los puntos finales pueden agruparse teniendo en cuenta los efectos en la biología del 

organismo, incluyendo letalidad, crecimiento, locomoción y reproducción, entre otros. 

Así mismo, es común la utilización de marcadores moleculares para determinar estrés 

oxidativo, cambio en la expresión de mARN o proteínas, daño al ADN, e inducción de 

fluorescencia en cepas transgénicas, por mencionar algunos ejemplos.  

 

4. ESTADO DEL ARTE O ANTECEDENTES  

 

El  uso crónico de productos farmacéuticos derivados de biotecnología, los estudios de 

toxicidad de 6 meses generalmente ha sido aceptado para aprobación regulatoria. Esta 

revisión evaluó los datos de 23 productos farmacéuticos aprobados derivados de la 

biotecnología 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 

más de 6 meses (31). Esta evaluación involucró tres enfoques; si se identificaron 

nuevas toxicidades en> 6 meses, similitud de los hallazgos entre los 6 meses y los 

estudios más cortos y la predicción de eventos adversos clínicos. 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 administración de 

proteínas foráneas a los animales (adalimumab) (20). Para la insulina aspartato , el 

estudio de 12 meses identificó tumores no observados en estudios a más corto plazo, 

sin embargo, la determinación del potencial carcinogénico no es un objetivo de los 

estudios de toxicidad crónica y se aborda en estudios separados (29). En la mayoría de 

los casos, los estudios de toxicología fueron predictivos de reacciones clínicas adversas 

comunes, pero fueron poco predictivos de eventos clínicos raros o algunas reacciones 
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adversas graves (15). Aunque las circunstancias específicas pueden requerir un estudio 

más prolongado, esta revisión indica que no hay nuevos datos disponibles para refutar 

la utilidad de los estudios de 6 meses para respaldar la dosificación clínica crónica con 

productos farmacéuticos derivados de la biotecnología (32).  

 

Tabla 4.1.  Principales resultados de los estudios de registro de fármacos biológicos en psoriasis. 

 

 
Fuente: TRATAMIENTO DE LA PSORIASIS CON AGENTES BIOLÓGICOS, Núria Padullés Zamora y 
Jaume Notario Rosa. 
 

 

En el 2009 Miltiadis Tsilimbaris y colaboradores  realizaron estudios sobre la  

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

humano (TNF), cuando se inyecta por vía intravítrea en conejos (33). 

 

La evaluación histológica de la toxicidad de la retina no se observó ninguna alteración 

14 días después de la administración intravítrea de dos dosis de adalimumab en 

conejos, mostrando que este agente biológico es seguro sobre una base a corto plazo. 

Sin embargo, se informó desde toxicidad en otra publicación, nuevos estudios con un 

seguimiento más prolongado para probar concentraciones más altas y evaluar la 

seguridad a largo plazo de este fármaco (34). 

 

En 2010 M. Figueira, y publicaron su estudio neumonía de evolución fatal en paciente 

con artritis reumatoide tratada con Adalimumab. Cuyas conclusiones fueron que el uso 

de este tipo de inmunomoduladores no está exento de efectos adversos y de 

complicaciones pulmonares tales como neumopatías 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 análisis 

exhaustivo donde se observaron líneas de evidencia de seis conjuntos de datos de 

seguridad, con el tratamiento de hasta 5 años, 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 mostró tasas 

de eventos adversos que eran generalmente estable o disminuía con el aumento de 

exposición media por paciente (36). 

 

En 2012 Paula Álvarez-Marticorena y colaboradores se publicó probable retinopatía 

difusa causada por adalimumab en un paciente con enfermedad de Crohn.. El 

adalimumab es un factor de necrosis tumoral α (TNF α) antagonista utiliza para tratar 

varias enfermedades inmunológicas. Se cree que los acontecimientos adversos 

inesperados relacionados con fármacos anti-TNF se producirán como la administración 
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de este fármaco se hace más generalizada. Se presentó el caso de una mujer de 37 

años de edad que se quejaba de anormalidades no específicas de la visión en ambos 

ojos, un mes después de comenzar el tratamiento con adalimumab para la enfermedad 

de Crohn. Los resultados del examen oftalmológico inicial fueron normales. Los campos 

visuales mostraron depresión difusa y severa en ambos ojos. Otras enfermedades que 

podrían haber causado los defectos del campo visual se descartaron. Los resultados de 

las pruebas electrofisiológicas eran compatibles con retinopatía difusa bilateral, se 

suspendió el tratamiento con adalimumab. Seis meses más 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 retinopatía difusa probable causada por la administración 

sistémica de adalimumab. Esta forma de toxicidad retiniana debe ser considerada en 

pacientes con trastornos de la visión tratados con este fármaco (37). 

 

En 2013 Ravish Parekh y Nirmal Kaur publicaron Reporte de un caso Lesión hepática 

secundaria a anti-TNF-alfa en la terapia de la enfermedad inflamatoria intestinal. En el 

estudio de casos clínicos de pacientes que recibían tratamiento con anti-TNF α como el 

infliximab y adalimumab se presentaban reportes de lesión hepática asociado. A estos 

pacientes se les realizó biopsia del hígado, lo que evidenció inflamación portal. 

Concluyeron lesión hepática secundaria a los anti-TNF-alfa (38). 

5. OBJETIVOS  

5.1. Objetivo general 

 

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

5.2. Objetivos específicos  

 

 Determinar la DL50  del Adalimumab en C. elegans. 
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 Documentar las alteraciones del crecimiento, locomoción, y mortalidad posterior a la 

exposición a una formulación del Adalimumab en C. elegans. 

 

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

exponerse a una formulación del Adalimumab 

 

6. METODOLOGÍA PROPUESTA  

6.1.1. Diseño de investigación 

 

Tipos de Investigación: Investigación Básica.  

6.1.2. Bioensayos    

Nemátodos  

Agradezco al grupo de investigación BIOTOXAM de la Facultad de Medicina de la 

Universidad de Cartagena por la donación de las cepas de los nemátodos para los 

bioensayos. A continuación, es detallada la preparación de materiales y cultivos. 

Preparación de medios 

1. Medio K: 

 Usar un frasco de un tamaño mayor al volumen a preparar 

 

Agua miliQ (mL) KCl (g) NaCl (g) 

500 1.18 1.5 

900 2.12 2.7 
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1000 2.36 3.0 

2000 4.72 6.0 

 

 Pesar la cantidad requerida de KCl y NaCl. 

 Colocar en el Erlenmeyer. 

 Adicionar el agua miliQ. 

 Tapar la boca con papel de aluminio 

 Autoclavar una hora y media. 

 Dejar enfriar y colocar en frasco limpio. 

 

Agar K: 

 

Agua miliQ (mL) KCl (g) NaCl (g) Peptona (g) Agar (g) 

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 2.5 17.0 

2000 4.72 6.0 5.0 3.0 

 

 Colocar todo en el frasco. 

 Agregar una barrita magnética. 

 Tapar la boca del frasco con papel aluminio. 

 Autoclavar una hora y media. 
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Después agregar: 

Agar K (mL) Colesterol (µL) MgSO4  1M (µL) CaCl2 1M (µL) 

500 500 500 500 

900 900 900 900 

1000 1000 1000 1000 

2000 2000 2000 2000 

 Verter aproximadamente 17 mL en cajas Petri previamente esterilizadas. 

 Agregar 300 µL de OP50 para platos grandes y 125 µL de OP50 para platos 

pequeños. 

 

Solución Bleach (V=50 mL): 

 

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

38.5 11.5 5 Perlas 

 Disolver bien 

 Rotular con fecha (se vence al tercer día después de la preparación) 

 

Transferencia de C.elegans: 

 Observar que los platos tengan gusanos con el estereoscopio. 

 Con el medio K transferir a un tubo de 15 mL. 

 Centrifugar 2 minutos a 2200 rcf. 

 Dejar decantar 5 minutos en hielo. 

 Remover el sobrenadante con pipeta de plástico. 

 Colocar el pellet en una caja nueva con OP50 usando la pipeta de vidrio. 
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Sincronización: 

 Verificar que el plato tenga suficientes huevos. 

 Con el medio K y una varilla de vidrio pasar los huevos y gusanos a un tubo de 

15 mL. 

 Centrifugar 2 minutos a 2200 rcf. 

 Reposar 5 minutos en hielo. 

 Eliminar el sobrenadante sin alterar el pellet. 

 Adicionar 10 mL de solución Bleach 

 Agitar suavemente durante 6 minutos. 

 Centrifugar. 

 Rápidamente eliminar sobrenadante hasta 2 mL. 

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

 Centrifugar. 

 Dejar reposar 5 minutos en hielo. 

 Eliminar sobrenadante hasta 2 mL. 

 Agregar 6-8 mL de medio K. 

 Centrifugar 

 Dejar reposar 5 minutos en hielo. 

 Eliminar sobrenadante hasta 2 mL. 

 Colocar en caja Petri con agar. 

Mantenimiento y sincronización: 

Las cepas de C. elegans fueron  mantenidas en platos Petri en agar K, el cual se 

preparó con KCl, NaCl, agar, peptona, colesterol, nistatina, CaCl2 y MgSO4. Los medios 

inocularon con E. coli OP50 y se mantuvieron a 20 °C. Para sincronizarlos, a los 

nematodos se trataron por diez min con solución blanqueadora con NaClO y NaOH, la 

cual oxida cualquier organismo presente, quedando solamente los huevos, los cuales, 

gracias a su envoltura, resisten estas condiciones de oxidación. 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. Sincronización 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 formulación del Adalimumab   en disolución y una dilución al 50 % en 

agua ultra filtrada. Se realizaron cuatro réplicas por cada tratamiento y se utilizó agua 

ultra filtrada como control. Las placas se incubaron a 20 °C, y se contaron  el número de 

organismos muertos y vivos que se encontraron bajo observación en un microscopio de 

disección a las 24 h. Cada ensayo se  realizó  por triplicado (8). 

Locomoción 

Se utilizaron aproximadamente 30 gusanos por tratamiento. A las 24 h de la exposición 

a la formulación del Adalimumab en disolución y a la dilución al 50 %, se contó el 

número de curvamientos del cuerpo de cada nematodo en un período de 20 segundos. 

Este curvamiento se observó como un cambio en la dirección 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 expresión de genes de respuesta al stress 

La expresión 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 solución de adalimumab. Se incubaron a una temperatura de 15 °C 

y 24 h después se registró la fluorescencia por medio del fluorskan Perkin-Elmer Victor 

1420. Se comparó con la solución control. 

Crecimiento 

Se expusieron aproximadamente 500 larvas de la cepa silvestre Bristol N2 en edad 

larval a la formulación del Adalimumab   en disolución.  En placas de cultivo celular de 

96 platos se determinó la longitud de los nemátodos 48 h después de la exposición con 

un el microscopio de disección Nikon smz 745T con un aumento de 100X y el software 

Image J. 

Ensayos con reporteros empleando la proteína verde fluorescente (GFP) 

Los nematodos se cultivaron en placas de agar NGM y se lavaron usando medio K 

enfriado con hielo (53 mM NaCl, 32 mM KCl). Se colocaron alícuotas iguales (10 μL) 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 formulación del Adalimumab. Para 

mantener igual concentración de gusanos se empleó un agitador magnético para 

mantener una mezcla homogénea de nemátodos. Las placas se incubarán a 20 °C, y la 

determinación de la fluorescencia se realizó  a las 4 y 24 h. Después de reposar en 

hielo durante 15 min, la fluorescencia se cuantificó 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 excitación y la emisión, respectivamente.  
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7. OPERACIONALIZACIÓN DE LAS VARIABLES  

 

Código Variable Definición Tipo Categorías Rango 

No 

aplica 

Concentración Solución a diferentes concentraciones  

de Adalimumab 

Indepediente NA NA 

No 

aplica 

Crecimiento Crecimiento corporal del nematodo Dependiente NA NA 

No 

aplica 

Reproducción El número de huevos que pone el 

nematodo por tiempo de exposición al 

medio con Adalimumab 

Dependiente  0. NA NA 

No 
aplica 

Locomoción Movimientos del nematodo en función 
al  tiempo de exposición 

Dependiente  1. NA NA 

8. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

 

Los datos se presentan como media ± error estándar. 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 estadísticas más utilizadas para 

comparar grupos de medidas y normalmente se emplea para establecer semejanzas y 

diferencias entre tres o más grupos distintos. A través de ANOVA se establece un 

análisis 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 estadísticos, el criterio de 

significación se fijó en P < 0.05. La toxicidad en C. elegans fue evaluada a través del 

estudio de parámetros relacionados con la fisiología del nemátodo, incluyendo variables 

tales como mortalidad, locomoción y crecimiento. De igual forma, fueron valoradas las 

alteraciones en la expresión de genes de respuesta al estrés en cepas transgénicas del 

nemátodo. 
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9. RESULTADOS Y DISCUSIÓN DE LOS BIOENSAYOS DE TOXICIDAD 

RELACIONADOS CON LAS DILUCIONES DE ADALIMUMAB 

 

9.1. Mortalidad  

 
La letalidad se evaluó contando el número 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 solución de 10 µM (12 ± 1%), entre 10 µM y 100 µM no 

hubo diferencia significativa. Las diferentes concentraciones de la muestra 

experimental, no evidenciaron efecto negativo sobre la supervivencia de este 

nemátodo; la mortalidad fue alrededor del 1% con la concentración de 10 µM siendo 

este un porcentaje bastante bajo para las concentraciones totales. Se realizó también 

una dilución de la muestra de la formulación de Adalimumab al 50% con la cual no se 

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

 
 
 

Mortalidad 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
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 información acerca de este medicamento, y no fue posible evidenciar 

estudios pre-clínicos en modelos biológicos igual a este u otro modelo in vivo que 

reporten casos de mortalidad con el Adalimumab. 

 

9.2. Crecimiento  

 

La longitud de los nemátodos se midió 48 h después de la exposición con las diferentes 

concentraciones de la formulación del Adalimumab con un el microscopio de disección 

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

 

La alteración 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 

μm 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 µm, mientras que la longitud de los nematodos 

expuestos a la formulación con el Adalimumab aumentó considerablemente incluso 

hasta valores superiores a los 500 µm, validado por la existencia de diferencias 

estadísticamente significativas (P < 0.0011) entre las concentraciones de la muestra y el 

control.  

 

De igual forma, se observa que a mayor concentración mayor fue la longitud promedio 

de los gusanos, ésta última observación sugiere que el efecto de la formulación con el 

Adalimumab en el desarrollo del cuerpo de los nematodos es dependiente de la 

concentración y que a mayor concentración mayor aumento de tamaño del nematodo, 

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

nemátodos (C. elegans) expuestos a soluciones del Adalimumab a diferentes concentraciones. 

Diferencias significativas con el control (p < 0.05) *, (p < 0.004) **, (p < 0.0001)****■. Diferencia 

significativa entre 1 µM y 100 µM (p < 0.05).(ANOVA de una vía), múltiple comparación. 

 

 

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

con un incremento a partir de 1.0 µM.  

9.3. Locomoción  

 

Se utilizaron aproximadamente 30 gusanos por tratamiento. A las 24 h de la exposición 

a la formulación del Adalimumab en disolución y a la dilución al 50 %. Se observó un 

aumento en el movimiento del nemátodo con respecto al control, excepto en la solución 

de concentración 1µM.  Existe una sobre excitación no dependiente de la dosis. Los 

resultados de locomoción, expresados como número de curvamientos del cuerpo en 20 

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

nemátodos (C. elegans) expuestos a soluciones del Adalimumab a diferentes concentraciones. 

Diferencias significativas con el control (p < 0.07) *,  (p < 0.003) **,  (p < 0.0023)**■. Diferencia 

significativa entre 0.1 µM, 10 µM y 100 µM (p < 0.05).(ANOVA de una vía), múltiple comparación. 

 

El adalimumab en su ficha técnica reporta reacciones adversas asociada al sistema 

nervioso central, el resultado del bioensayo está asociado a esta alteración neurotóxica 

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

 

9.4. Cambios en la expresión 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 acción de la formulación del 

Adalimumab sobre la resistencia al estrés de los nematodos, se investigó el efecto 

sobre las actividades de las enzimas antioxidantes. Se midieron las actividades 

enzimáticas de SOD-4, GPX-4 y HSP-3 usando cepas transgénicas del gusano. Los 

resultados mostraron que la formulación 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 sobreexpresión 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 expresión fue la SOD-4 a las 

concentraciones de 0.1 µM, 10 µM y 100 µM, donde se registró la mayor fluorescencia 

relativa de la cepa de C. elegans, modificada para la expresión de este gen, alcanzando 

casi 5 veces el nivel de expresión del ensayo control. La actividad del hsp-3 se 

aumentó, debido al estrés general, lo cual indica que su actividad está relacionada en 

arreglar las proteínas dañadas por el incremento en la expresión la cual  fue 

dependiente de la dosis hasta 10 µM.  Esto sugiere un efecto de envejecimiento celular 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9.4. Las cepas transgénicas expuesta a las diferentes concentraciones de la solución del 

Adalimumab. Se puede observar en la gráfica gxp-4 no se sobre expresa; la sod-4 súper 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 concentración 10 

µM.  
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El resultado de los cambios en la expresión génica del bioensayo tiene un aporte 

importante en la identificación de la formación de radicales libres causado por 

Adalimumab. En el 2017 se realizó un estudio observacional con la base de reporte del 

programa de Farmacovigilancía distrital de Bogotá donde se evidencio nefrotoxicidad 

por Adalimumab.  

 

Es importante resaltar que una de las causas de la nefrotoxicidad es la producción de 

radicales libres inducida por fármacos y este medicamento biotecnológico esta entre los 

grupos farmacológicos más implicado en nefrotoxicidad (2). 
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CONCLUSIONES 

 

Los bioensayos con solución de la formulación de Adalimumab y el modelo biológico 

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

 

- Las diferentes concentraciones de Adalimumab, no evidenciaron efecto negativo 

sobre la supervivencia de este nemátodo en la evaluación de la mortalidad, no altera 

el ciclo de vida y la longevidad.  

 

- La sobreexcitación de la locomoción del gusano expuesto a las diferentes 

concentraciones de la formulación de la Adalimumab con diferencias significativas 

(p<0,005) en el análisis estadístico 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. 

 

- El incremento de la actividad de la cepa transgénicas SDO-4, HSP-3 expuesta en la 

formulación de Adalimumab, es producto de la liberación de radicales libres, los 

cuales son eliminados por estas enzimas, dicha reacción implica REDOX del 

cofactor del metal del sitio activo de la enzima. Esto indica la inducción al 

envejecimiento y daño celular por la solución en estudio. 
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RECOMENDACIONES 

 

- A los pacientes que son candidatos a recibir el tratamiento farmacológico con 

Adalimumab, se recomienda hacer pruebas clínicas antes, durante y después del 

inicio del mismo como perfil hepático, niveles de hormona de crecimiento, glicemia y 

PCR para detectar posibles alteraciones en las funciones hepática, renal, 

crecimiento y metabólicas. Lo cual fortalecería el programa de Farmacovigilancia. 

 

- Las instituciones prestadoras de salud (IPS), que atienden pacientes con 

enfermedades autoinmune, y tienen tratamientos farmacológicos con medicamentos 

biológicos, deben contar  los programas de Farmacovigilancía, para la notificación 

de sospecha de toxicidad por estos fármacos. 

 

- Los pacientes que inicien tratamiento con Adalimumab, El médico tratante debe dar 

a conocer a los pacientes la información contenida en la ficha técnica del 

medicamento, con el fin de notificar cualquier cambio que sienta en su organismo y 

así prevenir otros problemas de salud asociado al medicamento.  
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