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RESUMEN

El metotrexato (MTX) es el farmaco de eleccién en el tratamiento de la artritis reumatoide
(AR). Al interior de los eritrocitos, el MTX se une a residuos de glutamato, siendo el
poliglutamato 3 (MTX-PG3) y el poliglutamato 5 (MTX-PG5) los mas representativos, ya
gue se han asociado a la eficacia del tratamiento y a la presencia de eventos adversos,
respectivamente. La dosis inicial de MTX es de 12.5 mg/semana con la finalidad de
reducir oportunamente el indice de actividad de la enfermedad (DAS28). En el Hospital
Central “Dr. Ignacio Morones Prieto” (HCIMP) se divide la dosis total semanal en dosis
diarias para disminuir los efectos adversos y aumentar la adherencia al tratamiento; sin
embargo, hace falta informacién acerca de los niveles de MTX-PGs y su relacién con la
eficacia y la toxicidad de la administracion diaria de MTX frente a la administracion Unica
semanal.

El objetivo de este trabajo fue comparar los niveles intraeritrocitarios de MTX-PG3 y MTX-
PG5 a las 6, 12 y 24 semanas posteriores al inicio del tratamiento diario o semanal con
MTX en pacientes con AR, asi como evaluar la evolucién clinica y la presencia de eventos
adversos en ambos grupos.

Se realiz6 un estudio controlado aleatorizado, aprobado por el Comité de Etica en
Investigacion del HCIMP (70-18) y por el CEID de la FCQ-UASLP (2018012). Se incluy6
un total de 92 pacientes de recién diagnéstico con AR. Los pacientes fueron aleatorizados
en dos grupos: 1) 45 pacientes con dosis diaria de 2.5 mg y 2) 47 pacientes con dosis
Unica semanal de 12.5 mg. Se obtuvo una muestra de 4 mL de sangre venosa periférica
24 h postdosis a las 6, 12 y/o 24 semanas después de iniciar el tratamiento con MTX. Los
niveles intraeritrocitarios de MTX-PG3 y MTX-PG5 fueron determinados por UPLC-
MS/MS. Adicionalmente, se evaluaron marcadores de la actividad de la AR mediante el
DAS28, la escala visual analoga (EVA) y el nimero de articulaciones dolorosas e
inflamadas, asi como la presencia de eventos adversos.

El 50% de los pacientes completé el estudio (62% del esquema diario y 38% del
semanal). En ambos regimenes, se observé una amplia variabilidad en la evolucién
clinica y en las concentraciones intraeritrocitarias de MTX-PG3. El MTX-PG5 presento
concentraciones inferiores al limite de deteccion (0.27 nM). No se registraron diferencias
significativas entre tratamientos a pesar de la disminucion de las articulaciones inflamadas
y dolorosas (p=0.950; p=0.731), de la evolucion del dolor (p=0.244) y del DAS28

(p=0.779) con ambos esquemas de dosificacion. Aunque la incidencia de eventos



adversos fue mayor en la dosis semanal, tampoco se registraron diferencias entre
tratamientos (p=0.387). Los niveles de MTX-PG3 en la dosis semanal fueron mayores con
respecto a la dosis diaria, sin diferencias 1significativas (p=0.175). Los niveles
intraeritrocitarios de MTX-PG3 presentaron diferencias (p=0.01) en la semana 24 entre
pacientes con normopeso [mediana (rango) de 372.7 (209.3-694.4) nM] y aquellos con
sobrepeso u obesidad [84.45 (31.3-266.2) nM], lo que podria asociarse con el menor
porcentaje de pacientes con IMC >25 kg/m? en remision a las 24 semanas (p=0.01).

En cuanto a la evolucion clinica y los niveles eritrocitarios de MTX-PG3, la administracion
diaria y semanal de MTX ofrecieron resultados similares. Sin embargo, con la dosis
cotidiana se registr6 menor frecuencia de eventos adversos, lo que puede favorecer la

adherencia al tratamiento en pacientes con diagnéstico reciente de AR.

Palabras clave: Metotrexato, poliglutamato 3, poliglutamato 5, indice de actividad de la

enfermedad, dosis cotidiana, dosis semanal.



ABSTRACT

Methotrexate (MTX) is the first-line drug for the treatment of rheumatoid arthritis (RA).
Inside red blood cells, MTX binds to glutamate residues; polyglutamate 3 (MTX-PG3) and
polyglutamate 5 (MTX-PG5) have been reported the most representative, as they have
been associated with treatment efficacy and the presence of side effects. The initial dose
of MTX is 12.5 mg per week in order to reduce the disease activity index (DAS28) during
the first 12 weeks?. In the Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto” (HCIMP) the total
weekly dose is divided into daily doses to reduce the side effects and increase adherence
to treatment. However, it is necessary more information about MTX-PG levels and its
association with the efficacy and toxicity of daily administration of the drug versus weekly
single administration. The aim of this study was to compare the red blood levels of MTX-
PG3 and MTX-PG5 at 6,12 and 24 weeks after the start of daily or weekly treatment with
MTX in patients with RA. This was a randomized controlled study, approved by the ethics
committee of the HCIMP (70-18) and by the CEID of the FCQ-UASLP (2018012). A total of
92 newly diagnosed patients with RA were included. The patients were randomized into
two groups: 1) 45 patients with a daily dose of 2.5 mg and 2) 47 patients with a single
weekly dose of 12.5 mg. A sample of 4 mL peripheral venous blood was obtained 24 h
postdose at 6, 12 and / or 24 weeks after starting MTX treatment. The red blood levels of
MTX-PG3 and MTX-PG5 were determined by UPLC-MS/MS. Additionally, markers of RA
activity were evaluated using DAS28, the visual analog scale (EVA) and the number of

tender painful and swollen joints, as well as the presence of side effects.

Only 50% of patients completed the study (62% of the daily scheme and 38% of the
weekly dose). In both regimens, a wide variability was observed in the clinical evolution
and the red blood concentrations of MTX-PG3. MTX-PG5 concentrations was below the
limit of detection (0.27 nM). There were no significant differences between treatments
despite the decrease swollen and tender joints (p=0.950; p=0.731), the evolution of pain
(p=0.244) and the DAS28 (p=0.779) with both schemes. Although the incidence of side
effects was higher in the weekly dose, there were no differences between treatments
(p=0.387). MTX-PG3 levels in the weekly dose were higher with respect to the daily dose,
without significant differences (p=0.175). The red blood levels of MTX-PG3 showed
differences (p=0.01) at week 24 between patients with normal weight [median (range) of
372.7 (209.3-694.4) nM] and those with overweight or obesity [84.45 (31.3-266.2) nM ],



which could be associated with the lowest percentage of patients with BMI>25 kg/m? in

remission at 24 weeks (p = 0.01).

Regarding the clinical evolution and red blood levels of MTX PG3, the daily and weekly
administration of MTX offers similar results. However, with the daily dose there was a
lower frequency of side effects, which favors adherence to treatment in patients with a

newly diagnostic of RA.

Key words: Methotrexate, polyglutamate 3, polyglutamate 5, disease activity index, daily

dose, weekly dose.



1. INTRODUCCION

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad, autoinmune, crénica y multisistémica de

etiologia desconocida, considerada como la artropatia inflamatoria mas frecuente @.

La incidencia anual de la enfermedad es alrededor de 40 casos por cada 100,000
habitantes y afecta del 0.2 al 2% de la poblaciéon a nivel mundial, de acuerdo con lo
reportado por Alam y cols. en el afio 2017 @. A nivel nacional presenta una prevalencia de
1.6%, mientras que, en el estado de San Luis Potosi se ha reportado que 2.6% de la
poblacion padece AR @4, La AR es mas frecuente en mujeres, en una relacién de 3:1 con
respecto a los hombres, e inicia a una edad entre los 30 y 50 afios®. El riesgo a
desarrollar AR aumenta hasta 50% ante la presencia de ciertos factores genéticos. Entre
los factores ambientales, destacan el tabaquismo, alcoholismo, el uso de anticonceptivos
orales y el estatus socioeconémico como potenciales factores de riesgo para el desarrollo
de AR &9,

La AR constituye un problema de salud publica puesto que algunos pacientes presentan
patrones monociclicos o policiclicos de remisién favoreciendo la destruccion articular,
discapacidad y deterioro de la calidad de vida. Adicionalmente, incrementa el riesgo de
desarrollar complicaciones sistémicas que favorecen el aumento de mortalidad, asociado
principalmente a enfermedad cardiovascular (. Lo anterior tiene un alto costo econémico,
individual, familiar, social y psicolégico en quienes la padecen ® por lo que es
indispensable realizar un seguimiento continuo de los pacientes con AR hasta alcanzar

una respuesta clinica significativa.

El objetivo terapéutico de la AR es la remisidon de la enfermedad que consiste en la
disminucién del dolor e inflamacién y la prevencion del dafio estructural; para ello se
emplean criterios que permiten definir la presencia o ausencia de enfermedad. Para
determinar el indice de actividad de la enfermedad se emplea el DAS28 que consiste en
el conteo del niumero de articulaciones dolorosas e inflamadas (maximo 28), asi como de
otros marcadores de inflamacion tales como velocidad de sedimentacion globular (VSG) y

la proteina C reactiva (PCR) y la evaluacion visual del dolor descrita por el paciente (EVA)
©),

Con la finalidad de disminuir la actividad de la enfermedad Para el tratamiento de la AR
con fines de remisién de esta enfermedad se emplean diversos tipos de farmacos entre

los que se encuentra el metotrexato (MTX), el cual es considerado como el “estandar de



oro” por su efecto sostenido, eficacia y bajo costo. De acuerdo con el Colegio Americano
de Reumatologia (ACR) y la Liga Europea Contra el Reumatismo (EULAR), se
recomienda la administracion semanal de MTX con una dosis inicial de 12.5 mg e
incrementos progresivos de 2.5 mg hasta alcanzar una dosis de mantenimiento < 25
mg/semana con base a la respuesta y toxicidad observada en el paciente @9, La
respuesta terapéutica se empieza a obtener durante las primeras 3 a 6 semanas de

tratamiento.

El MTX se distribuye en todo el organismo incluyendo el interior de hepatocitos, linfocitos,
sinoviocitos y eritrocitos. Ejerce su accion a nivel celular, ya que por transformacion
metabdlica se convierte a poliglutamatos de metotrexato (MTX-PGn), metabolitos
asociados a la eficacia y efecto sostenido @9, El poliglutamato de metotrexato 3 (MTX-
PG3) destaca por ser el metabolito mas abundante y el que mantiene relacién con el
efecto farmacolégico, mientras que el poliglutamato de metotrexato 5 (MTX-PG5) esta

asociado con la aparicién de eventos adversos 112,

La pauta habitual de administracién del MTX por via oral es semanal para el tratamiento
de la AR. La dosis semanal puede ir ascendiendo en funcion de la respuesta del paciente,
sin embargo, dado que es un farmaco con un margen terapéutico estrecho y de uso
crénico, el riesgo de toxicidad y de interacciones con otros medicamentos es elevado. Se
estima que aproximadamente el 30% de los pacientes con AR en la temporalidad semanal
administrada, presenta aparicibn de eventos adversos, entre los cuales figuran las
reacciones a nivel hematolégico, digestivo, hepatico, renal, neurolégico y pulmonar @3 4;
algunos de los cuales pueden llegar a ser graves y comprometer la vida del paciente. Lo
anterior ha obligado a que entre el 15 y 30% de los pacientes que presentan tales eventos
adversos abandonen el tratamiento. Las poblaciones con mayor riesgo a toxicidad por
MTX son pacientes obesos, diabéticos, o con hepatitis viral o alcohdlica ©. Debido a lo
anterior, durante el tratamiento con MTX se requiere una cuidadosa monitorizacion clinica
del desarrollo de eventos adversos, mediante el hemograma completo y pruebas de
funcionamiento hepatico, con una periodicidad semanal durante el primer mes de
tratamiento, cada 2 semanas al segundo mes y finalmente de manera mensual posterior a

los tres meses del inicio de la terapia @,

En las enfermedades reumaticas la pauta de administracion habitual del MTX es semanal,
sin embargo, este esquema es susceptible de errores por parte del personal de salud o

incluso el mismo paciente. Existen reportes de errores relacionados a la medicacion en



los que se documenta la administracion diaria de la dosis total semanal de MTX, lo que ha

ocasionado reacciones adversas graves e incluso la muerte del paciente 9,

Con fines de lograr disminuir la presencia de eventos adversos o de los errores de
medicacién asociados al uso del MTX, asi como mejorar la adherencia al tratamiento, se
han planteado diversas estrategias, entre las cuales se encuentra la modificacion del
régimen de dosificacion semanal por un régimen que permita la administracion diaria de la

dosis disminuida de MTX, pero sin comprometer su eficacia.



2. ANTECEDENTES

La AR representa el mejor ejemplo de alteracion inflamatoria del sistema
musculoesquelético, con alta prevalencia y alteracion en la calidad de vida. Se caracteriza
por presencia de sinovitis persistente y simétrica de las articulaciones, lo que afecta
principalmente las articulaciones de hombros, rodillas, cadera y manos, y en alguno casos

causa la destruccion del tejido articular y provoca erosiones dseas @,

Actualmente, los principales marcadores de actividad e inflamacion en la AR son el
DAS28, VSG, PCR y EVA ©. El DAS 28 determina el indice de actividad a través del
conteo del nimero de articulaciones dolorosas e inflamadas (maximo 28). El estado de

remision descrita por el DAS28 es el siguiente © 17

Escala Interpretacién del puntaje
DAS28
<2.6 Remisiéon de la enfermedad

2.6-3.2 | Actividad baja
3.2-5.1 | Actividad moderada
>5.1 | Actividad severa

2.1. Tratamiento.

Para lograr el control de la inflamacién e incrementar la posibilidad de remisiéon de la AR,
en la actualidad se emplean multiples farmacos, entre los que se incluyen antinflamatorios
no esteroideos (AINE), glucocorticoides, farmacos modificadores de la enfermedad, ya

sea sintéticos biolégicos (bFARME) o convencionales (csFARME).

De acuerdo a la guia de ACR para el tratamiento de la AR, el objetivo del tratamiento es
llegar a la remisiéon clinica de la enfermedad a las 12 semanas del tratamiento, efecto
conocido como remision temprana de la enfermedad ©, no obstante, algunos pacientes
presentan la remisién en tiempo posterior, llamado remisién tardia de la enfermedad, y un
tercer grupo de pacientes puede presentar un aumento de la actividad inflamatoria

posterior a la remision definido como recaida 7.

2.2. Metotrexato.

El MTX ha sido empleado en el tratamiento de la AR desde hace 40 afios; hoy en dia es
considerado el csFARME mas usado y de primera eleccién para el tratamiento de la
enfermedad, debido al bajo costo, disponibilidad en el mercado, eficacia y efecto

sostenido®®).



Desde el punto de vista de su estructura quimica, el MTX es un analogo del &cido folico
(Figura 2.1). Se considera que ambos compuestos comparten la mayoria de las rutas de

captaciéon y metabolismo.
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Figura 2.1 Estructura quimica del &cido folico (superior) y del MTX (inferior).

Tomado de Goicochea y cols. 2016

La administracion concomitante del acido fdlico reduce la aparicion de efectos
secundarios y los niveles séricos de homocisteina, sin disminuir la eficacia de MTX, por lo
que deben administrarse rutinariamente al dia siguiente de iniciado el tratamiento con este

farmaco @9,

2.3 Esquema de dosificacién de MTX.

Las dosis de MTX para el tratamiento de la AR surgieron a partir del esquema de
dosificacion propuesto para el tratamiento de la psoriasis, el cual consiste en la
administracién del farmaco en una dosis Unica en la semana, esquema conocido como
temporalidad semanal 9. En comparacién con las dosis de MTX empleadas en el
tratamiento de neoplasias, las dosis para AR son bajas. En AR se administran 7.5 mg
aumentando esta cantidad segun la evolucién del paciente, hasta alcanzar un total de 25
mg en la dosis semanal. La respuesta terapéutica es muy variable, pero en general se
obtiene a partir de las primeras 3 a 6 semanas, sin embargo, puede observarse mejoria

adicional hasta después de 12 semanas de tratamiento @,



2.4 Farmacocinética del MTX.
A partir de la administracién oral de MTX, el farmaco se absorbe rdpidamente en el

intestino delgado alcanzando concentraciones plasmaticas maximas en 1.5 h (2,

Tras un incremento de la dosis disminuye su absorcion, y se alcanza una biodisponibilidad
del 87% a partir de la administracion de dosis de 6 a 10 mg bien de 30 a 70% con dosis
de 15 a 30 mg, lo que genera concentraciones plasmaticas maximas en un intervalo de
0.3 a 1.6 pmol/L en un tiempo de 0.75 a 2 h 3, La biodisponibilidad del MTX por via oral
varia considerablemente entre individuos; dicho parametro declina cuando la dosis se
incrementa, aspecto atribuido al hecho que el proceso de absorcidon gastrointestinal es
mediado por un transportador activo receptor de folatos (RFC1), el cual es de capacidad

limitada y saturable 329,

Una vez absorbido, el MTX se une a la albumina plasmatica aproximadamente entre el 30

al 70%; su volumen de distribucion aparente es de 0.87 a 1.43 L/Kg.

El MTX es metabolizado por 3 diferentes vias: primero el farmaco presenta un bajo efecto
de primer paso, para ser convertido entre 7 a 10% a 7-hidroxi-metotrexato a través de la
enzima aldehido oxidasa; posteriormente menos del 5% de la dosis del farmaco es
metabolizado por bacterias de la microbiota gastrointestinal lo que da lugar al metabolito
inactivo 4-amino-desoxi-N°-metilpteroico. Paralelamente, ocurre la conversion intracelular

del MTX en MTX-PGn, considerada la via metabdlica mas importante del farmaco ¢2).

A través de un sistema de transporte activo RFC1, el MTX se introduce a los hepatocitos,
linfocitos, sinoviocitos y eritrocitos para ser metabolizado a MTX-PGn. Los MTX-PGn
pueden tener incorporados hasta 6 residuos de moléculas de glutamato (MTX-PG), los
cuales se distinguen por ser de cadena corta o de cadena larga @9, En la produccion de
poliglutamatos, los MTX-PG1 a MTXP-G5 representan el 99.6% de la totalidad de los
MTX-PGn. El mas abundante es el MTX-PG3, mientras que el MTX-PG5 esta asociado a

la aparicién de eventos adversos 12,

Debido a su gran tamafio, los MTX-PGn permanecen en el interior celular; sin embargo,
mediante una reaccion competitiva, la enzima gama-glutamil hidrolasa (GGH) remueve los
residuos de glutamato afiadidos, y de esta manera el farmaco regresa a su forma de
monoglutamato (MTX-PG) para ser transportado al exterior celular, disponible para su

eliminacion.
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La principal ruta de eliminacion del MTX la constituye la via renal con un aclaramiento del
65 a 80% del farmaco inalterado y 20% mediante excrecion biliar, con un tiempo de vida
media de eliminacion de 7 a 10 h %13, sin embargo, los metabolitos poliglutamados MTX-
PG3 y MTX-PG5 tienen un extenso tiempo de vida media de eliminacién de 4.3y 2.1

semanas, respectivamente (12 21,

A pesar de varias décadas del uso de MTX, el conocimiento de su farmacocinética es
limitado, y la informacion que se tiene documentada presenta una amplia variabilidad

inter-sujeto 2.

2.5 Mecanismo de accion MTX.
Entre las principales células diana del MTX se encuentran los hepatocitos, sinoviocitos,

linfocitos y eritrocitos. 22

No se ha determinado con exactitud el mecanismo de accién en esta enfermedad, pero se
han descrito diversas acciones antiproliferativas, antiinflamatorias e inmunorreguladoras

que pueden contribuir a su efecto terapéutico.

Los MTX-PGn generan la inhibicién de la enzima dihidrofolato reductasa (DHF), la cual
cataliza el paso de dihidrofolato a tetrahidrofolato, para desencadenar la acumulacién de
fosfatos oxidados, lo que bloquea la sintesis de novo de pirimidinas. De igual manera, los
MTX-PGn influyen en la sintesis de novo de purinas al inhibir tanto a la enzima timidilato
sintasa (TYMS) como a la enzima 5-aminoimidazol-4-carboxiamida ribonucleétido
formiltransferasa (ATIC), y provocan un aumento de los niveles intracelulares de
ribonucleétido 5-aminoimmidazol-4-carbozamida (AICAR). A su vez, el aumento
intracelular de AICAR tiene potentes efectos inhibidores en dos enzimas implicadas en el
catabolismo de adenosina, que son AMP desaminasa y AMP deaminasa, hecho que
genera la acumulacion intracelular de nucleétidos de adenosina. La célula expulsa el
exceso de adenosina, que actla como agente anti-inflamatorio mediante receptores
especificos, en concreto los de tipo A2. La adenosina actia al inhibir la formacién de
anion superoxido presente en procesos inflamatorios, reduce la sintesis de citocinas
proinflamatorias tales como TNF-a IL-6, IL- 8, IL-17 y estimula la sintesis de citocinas anti-

inflamatorias como IL-10 en monocitos y macréfagos @2 24 (Figura 2.2).
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Figura 2.2 Mecanismo de accién del MTX. Tomado de Goicochea y cols. 2016

2.6 MTX-PGn y su cuantificacién intracelular.

No se ha encontrado una correlacién entre las concentraciones séricas o plasmaticas de
MTX y la actividad de la AR (% 22 25 Recientes estudios han sugerido que la
cuantificacion de los MTX-PGn en los glébulos rojos es representativa de las
concentraciones en otras células tales como los linfocitos; ademas, dichas
concentraciones se pueden asociar con la respuesta terapéutica, es decir, con el efecto

antiinflamatorio®?.

La medicién de MTX-PGn en el organismo a nivel intracelular ha sido posible gracias a la
aplicacion de metodologias analiticas muy sensibles tales como UPLC acoplada en
tAndem a un detector de masas (UPLC-MS/MS), para medir concentraciones tan bajas en

el orden nano molar (nM) @9,

Aunque es discutible la asociaciéon entre los niveles de MTX-PGn con el efecto
antiinflamatorio, se ha encontrado que los pacientes con niveles totales de MTX-PGn por
arriba de 60 nM presentan mejor beneficio terapéutico que los pacientes con menores
concentraciones a ésta ??. No obstante, hay una considerable variabilidad intra-sujeto en
los datos de concentraciones reportadas para estos metabolitos en diversos estudios

clinicos.
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La reaccion de poliglutamacion es muy lenta y los MTX-PGn formados van apareciendo
en los eritrocitos de manera paulatina segun se van agregando moléculas de glutamato
(Figura 2.2). Su acumulacion se lleva a cabo mediante la formacién intracelular de los
MTX-PGn, los cuales son eliminados mediante una reaccién competitiva, la enzima gama-
glutamil hidrolasa (GGH) remueve los residuos de glutamato afiadidos, y de esta manera
el farmaco regresa a su forma de monoglutamato para ser transportado al exterior celular,
disponible para su eliminacién. Se han detectado concentraciones del MTX-PG3 a partir
de las 3 semanas y del MTX-PG5 desde la semana 7 de tratamiento con MTX. Dalrymple
y cols., (2008) han sefialado que el MTX-PG3 tarda 41 semanas en alcanzar el equilibrio
dinamico, mientras que el MTX-PG5 lo hace en 140 semanas®. La concentracion de
MTX-PGn aumenta a medida que aumenta la dosis semanal hasta 15 mg y después se

estabiliza 9.

Desde una perspectiva clinica, una respuesta favorable al tratamiento podra observarse
entre las semanas 6 y 12 por lo que se ha discutido la necesidad de escalar las dosis
semanales con incrementos paulatinos para obtener los beneficios del tratamiento
oportunamente, aunque esta alternativa tiene la desventaja de disminuir la

biodisponibilidad del MTX y aumentar la probabilidad del desarrollo de eventos adversos
(20).

A mayores niveles de MTX-PGn los pacientes presentan mejorias con base al resultado
del DAS28. Asi, por ejemplo, Murosaki y cols., (2016). encontraron mayores
concentraciones de MTX-PGn en pacientes que presentaron una diferencia de DAS28
>1.2 a las 24 semanas del tratamiento con respecto a aquellos pacientes que registraron
<1.2 en dicho valor clinico. Los autores observaron una correlacion entre las dosis de
MTX con las concentraciones de MTX-PG3, MTX-PG4 y MTX-PG5, excepto para las
MTX-PG1 y MTX-PG-2®, Asi mismo, Takahashi, Kaneko y cols., (2017) obtuvieron una
asociacion entre los niveles de MTX-PG3 con el DAS28 a las 8, 24 y 36 semanas.
Mediante el andlisis ROC (Receiver Operating Characteristic Curve), estos autores
encontraron que una concentracion intraeritrocitaria = 83 nM de MTX-PGn a las 12
semanas aumenta las probabilidades de disminuir = 1.2 puntos el DAS28 en la semana
24. La concentracion media de MTX-PGn reportada a las 24 semanas para el grupo de

pacientes en remision fue de 109.1 nM@?,

Por otro lado, debido a la amplia variabilidad inter-paciente en las concentraciones

intraeritrocitarias de MTX-PGn, varios autores han propuesto realizar estudios enfocados
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a los genes involucrados en la codificacion de las enzimas y transportadores que
participan en el mecanismo de accion y en el metabolismo de MTX. Los polimorfismos de
los genes que codifican a dichas enzimas y transportadores son capaces de influir en la
actividad y en la farmacocinética y, en consecuencia, en las concentraciones de estos

metabolitos a nivel intracelular®.

Por lo anterior, debido a la amplia variabilidad interindividual en las concentraciones
intraeritrocitarias de MTX-PGn y su asociacion con la respuesta al tratamiento, es
necesario cuantificar los MTX-PGn como biomarcadores para definir un régimen

terapéutico 6ptimo en el tratamiento de la AR®9,

2.7 Dosis semanal y dosis cotidiana de MTX para tratamiento de la AR.

Se ha realizado un gran nimero de estudios clinicos con el objetivo de buscar alternativas
para optimizar la terapia con MTX para el tratamiento de la AR, aungue son escasos
aguéllos que evaltan el método de dosificacion semanal y las limitaciones que puede

presentar para lograr una remisién adecuada de la enfermedad *° 2930,

Aunque la administracion semanal de MTX se considera adecuada en la mayoria de los
casos, se tienen registros de diversos problemas de cumplimiento y apego al tratamiento
hasta en 53% de los pacientes, ya sea por olvido o administracion de menor dosis, 0
debido a la suspension del medicamento al sentir mejoria, o por la presencia de efectos

adversos, entre otras causas (19,

Como parte de los problemas por efectos adversos, se registran sintomas generales
como mareos, fatiga, fiebre y pérdida de peso, e incluso se han reportado alteraciones
gastrointestinales como dolor abdominal, diarrea, mucositis o estomatitis. Los principales
desdrdenes hematolégicos que se pueden presentar son leucopenia, trombocitopenia y
pancitopenia. La hepatotoxicidad es el principal problema de la terapia con bajas dosis de
MTX @3 dado que se ha reportado que la administraciéon semanal de éste, induce una

elevacion importante de las transaminasas hepéticas (ALT y/o AST>100 U/L) @4,

Desde el punto de vista de distribucién de medicamentos en el &mbito hospitalario, los
problemas de prescripcion y de transcripcion de la dosis de MTX por parte de personal
médico, farmacéutico o de enfermeria, son una realidad, lo que maximiza el riesgo de
provocar errores graves de medicacion. En lugar de administrar este farmaco en periodos
semanales, se ha llegado a cometer el error de medicacion de ofrecerlo diariamente a los

pacientes, ya que, en general, tanto el personal de salud como los pacientes se
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encuentran acostumbrados a seguir un esquema de dosificacion diaria en varios tipos de
farmacos @6 3V, Este tipo de errores generan graves problemas de toxicidad que
favorecen el desarrollo de serios eventos adversos, incluyendo el fallecimiento de

pacientes ©2),

Como una propuesta a la resolucion de los problemas antes sefialados, ha surgido la
alternativa de administrar el MTX en un esquema de dosis diaria en cantidades que
resultan de repartir la dosis total semanal en dosis menores cada dia de la semana. Lo
anterior pretende fundamentalmente, minimizar efectos adversos, mejorar la adherencia al
tratamiento y disminuir el riesgo de sobredosificacion, sin comprometer la eficacia
antiinflamatoria del farmaco ©?®. Ademas de manera indirecta se aprovecharia la mayor
biodisponibilidad que se obtendria con dosis divididas en comparacién con una dosis total
del MTX, lo cual, como ya se menciond, a dosis mayores se disminuye la fraccion

absorbida del farmaco 3.

Kremer, Davies y cols., (1995) evaluaron el efecto de la modificacion del esquema de
dosificaciéon del tratamiento en pacientes con AR a los 8 meses de tratamiento con MTX y
sin prescripcion de otro csFARME. Antes de las 12 semanas, 48% de los pacientes que
recibieron MTX cada 2 semanas y s6lo 12.5% de pacientes de dosis semanal presentaron
recaida de la enfermedad. Ademas, hubo mayor disminucion del nimero de articulaciones
dolorosas a las 6 y 18 semanas en el grupo semanal, sin embargo, no se encontrd
diferencia significativa en el numero de articulaciones inflamadas, articulaciones
dolorosas, EVA y pruebas de laboratorio (biometria hematica, creatinina sérica, proteina C
reactiva, velocidad de sedimentacion globular y albamina), al comparar con el grupo de

dosificacion de menor frecuencia (una administracion cada 2 semanas) ©9,

Resultados similares encontraron Magdalena, Pacheco y cols., (1999), al evaluar
pacientes con AR bajo tratamiento semanal y cada 2 semanas con MTX durante 9 meses
y con remision de la enfermedad por un periodo =26 meses. Solamente 8% de los
pacientes con dosis cada 2 semanas y 5% con dosis semanal no remitieron la
enfermedad después de 24 meses. No se encontré diferencia significativa entre las
variables clinicas y de laboratorio entre ambos grupos; sin embargo, los niveles de
transaminasas hepaticas fueron menores en el grupo con dosis cada 2 semanas con

respecto al grupo con dosis semanal de MTX (p=0.041) @9,
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En otro estudio, se modifico el tratamiento semanal de dosificacion de MTX en pacientes
con AR administrando la dosis dos veces a la semana. Con relacién a este esquema,
Pandya y cols., (2002) encontraron que, a las 8 semanas, el numero de articulaciones
dolorosas fue menor con dosis dos veces a la semana al comparar con el grupo con dosis
semanal de MTX; sin embargo, no se encontraron diferencias significativas a las 4, 12 y
16 semanas. La evaluacién global del paciente fue mejor bajo dosificacién dos veces a la
semana (media £ desviacién estandar; 2.35 + 3.23 vs 4.29 + 2.80) pero no sucedi6 lo
mismo con el valor de EVA ya que fue mayor en este grupo (47.18 + 18.6 vs 36.79 £
21.54) con respecto a la dosificacion semanal. A las 8 semanas, 70.5% de los pacientes
con dosis semanal presentdé mejoria contra 68.75% de pacientes con dosificacion dos
veces a la semana, pero en la semana 16 el porcentaje de mejoria obtenido fue de 72.4%
y 79.2%, respectivamente. Finalmente, solo 5 pacientes de 39 en dosis semanal y 5
pacientes de 41 en dosis dos veces a la semana de MTX tuvieron una leve elevacion (>80
U/L) de las transaminasas hepaticas (ALT y AST) @9,

Lo anterior sugiere que la modificacién del esquema semanal de MTX no compromete la
eficacia clinica en el paciente con AR siempre y cuando no se modifique la dosis total®®: 2°
30 Actualmente, en la Unidad Regional de Reumatologia y Osteoporosis del Hospital
Central “Dr. Ignacio Morones Prieto” (HCIMP) se utiliza de manera empirica la
administracién diaria en dosis bajas de MTX, con la finalidad de disminuir la frecuencia de
errores de medicacion y la presencia de eventos adversos, lo que supone mayor apego
por parte del paciente con AR y la remision oportuna de la enfermedad. Sin embargo, no
existe informacién previa acerca de la seguridad y eficacia de este esquema sugerido por

el grupo de médicos reumatélogos de la Unidad.
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3. JUSTIFICACION

El MTX es el farmaco de primera eleccion en el tratamiento como modificador de la
enfermedad de AR, el cual produce amplia variabilidad interindividual en la respuesta
terapéutica en términos de eficacia y toxicidad; sélo el 50% de los pacientes responden de
manera satisfactoria cuando es empleado en monoterapia debido a la frecuencia con que
presenta efectos secundarios. De 10 a 30% de los pacientes pueden abandonar el

tratamiento precisamente debido a los problemas de su toxicidad *°,

Aunque el MTX es de uso generalizado en la AR, hay diferencias entre la forma de
establecer el esquema de dosis, la via de administracion y la forma de incrementar dichas
dosis. De manera general, la temporalidad semanal es el esquema indicado para el
tratamiento de la AR con MTX, la cual consiste en la administracion de la dosis total en un
solo dia de la semana. A pesar de su eficacia, esta temporalidad ha presentado multiples
inconvenientes en su empleo, los cuales incluyen falta de adherencia al tratamiento por
parte de los pacientes tanto hospitalizados como ambulatorios. El riesgo para cometer
errores al administrar la dosis semanal como si fuera la dosis diaria, ha originado
sobredosificaciébn con MTX, con el grave aumento en el desarrollo de eventos adversos
asociados al farmaco e incluso la muerte 6 32 Este riesgo puede llegar a ser mayor en
pacientes de edad avanzada que presentan un aclaramiento renal disminuido ©2. Por
estas razones, el MTX por via oral, de uso no oncoldgico, debe considerarse como

medicamento de alto riesgo en la cadena terapéutica de clinicas y hospitales 4.

En la Unidad Regional de Reumatologia y Osteoporosis del HCIMP se emplean las guias
EULAR/ACR las cuales recomiendan como primera estrategia, el uso de MTX con dosis
de inicio de 12.5 mg/semana para lograr la mejora por encima del 50% dentro de los
primeros 3 meses y alcanzar el objetivo de mejora total en 6 meses ©®. Si la estrategia

terapéutica falla, se recomienda la estratificacién de la dosificacién del tratamiento.

Por decision de los médicos de la Unidad Regional de Reumatologia y Osteoporosis del
HCIMP con el fin de lograr la disminucién de errores de medicacién asociados al MTX, asi
como, reducir la presencia de eventos adversos @9, el esquema de dosificacion de MTX
en AR consiste en administrar la dosis total semanal dividida en 5 a 7 dias. Sin embargo,
son escasos los reportes que documentan la seguridad y eficacia de este esquema de

dosificacion frente a la administracion total semanal @, ademas no existen estudios que
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asocien los niveles intraeritrocitarios de MTX-PGn y la respuesta al tratamiento

dependiendo del esquema de dosificacion.

Por tal motivo, el presente proyecto surgié a partir de la necesidad de determinar si no
existe diferencia clinica en la temporalidad diaria 0 semanal en la administracion del MTX,
en cuanto a los niveles intraeritrocitarios de MTX-PGn y en desarrollo de efectos adversos
en los pacientes con AR. La cuantificacion de dichos niveles es posible dado que se
dispone de la metodologia analitica por UPLC-MS/MS en el Laboratorio de Biofarmacia y

Farmacocinética de la Facultad de Ciencias Quimicas, UASLP.

El conocimiento de lo anterior sera la base para plantear adecuadas estrategias de
dosificaciéon que permitan mejorar la adherencia al tratamiento y garantizar la remision de
la enfermedad en los pacientes. Indudablemente que estas acciones permitiran que el
paciente logre reincorporarse a sus actividades laborales y sociales y, sobre todo,

mejoraran su calidad de vida.
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4. HIPOTESIS

No existen diferencias en los niveles eritrocitarios de MTX-PG3 y MTX-PG5 en pacientes
con AR bajo tratamiento con MTX en dosis diaria comparada con la dosis semanal.

5. OBJETIVO GENERAL

Comparar los niveles eritrocitarios de MTX-PG3 y MTX-PG5 entre pacientes con AR a los

tres y seis meses posteriores al inicio de tratamiento diario o semanal de MTX.

5.1 Objetivos Particulares
1. Cuantificar los niveles de MTX-PG3 y MTX-PG5 en pacientes con AR en
tratamiento con MTX en dosis diaria y semanal.
2. Comparar las concentraciones intraeritrocitarias de MTX-PG3 y MTX-PG5 en el

equilibrio dinAmico en dosis diaria y semanal.

5.2 Objetivos Secundarios
1. Asociar la presencia de eventos adversos con las concentraciones de MTX-PGs
en dosis diaria y semanal.
2. Comparar la eficacia del MTX en pacientes con recién diagnéstico de AR con

dosis cotidiana y semanal.
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6. MATERIAL Y METODOS

Se realiz6 un estudio controlado aleatorizado durante el periodo de agosto de 2018 a junio
de 2019, en el que se incluyeron pacientes con recién diagndstico de AR en inicio de

tratamiento con MTX.

El protocolo fue aprobado por el Comité de Etica en Investigacion del HCIMP con registro
70-18 y por el Comité de Etica en Investigacion y Docencia de la FCQ-UASLP con registro
CEID-2018012 (Anexo I).

6.1 Lugar de realizacion del estudio.
Unidad Regional de Reumatologia y Osteoporosis del HCIMP y Laboratorio de
Biofarmacia y Farmacocinética de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad

Auténoma de San Luis Potosi.

6.2 Criterios de seleccién de pacientes.

Se incluyeron 92 pacientes con recién diagndstico de AR basado en los criterios del ACR
(Anexo Il), con una edad entre 18 a 65 afios. No se incluyeron pacientes con enfermedad
hepatica, renal o con otra enfermedad autoinmune. Se solicité la firma del consentimiento

informado de todos los pacientes que autorizaron su participacion en el estudio.

6.3 Método de aleatorizaciéon del estudio.
Se realiz6 la aleatorizacion de manera consecutiva del tratamiento semanal o cotidiano
con MTX hacia los pacientes, mediante una tabla de ndimeros aleatorios generada a

través del paquete blockrand del programa R v.3.2.1.

El tamafio de la muestra se calcul6 con el propésito de evaluar la diferencia en las
concentraciones de MTX-PGn de acuerdo con la temporalidad y se basé en la ecuacion

propuesta por Wong-McClure ©7,

 2(Z +2p)"S?

Ng 42

A partir del estudio realizado por Murosaki y cols. (2016) se estim6 que la desviacion
estandar de las concentraciones de MTX-PGn fue de 30 nM y se establecié una diferencia
media de 20 nM entre pacientes que lograron la remision de la AR con base al valor de
ADAS28 @9, Por lo tanto, para detectar diferencias de 25 nM con un nivel de confianza del

90% para una prueba de 2 colas (Z,=1.96 y Zg=1.64) y una potencia estadistica del 95%
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(1-B=0.95), se estim6 un minimo de no= 40 pacientes en inicio de tratamiento con MTX por

grupo.

Los pacientes fueron clasificados en dos grupos de la siguiente manera:

Grupo A: Pacientes en inicio de tratamiento con MTX en temporalidad cotidiana (n=45).
Grupo B: Pacientes en inicio de tratamiento con MTX en temporalidad semanal (n=47).

6.4 Administraciéon de MTX
Ambos grupos recibieron una dosificacion inicial de 12.5 mg de MTX via oral en

comprimidos (cada comprimido contiene 2.5 mg del farmaco) de la siguiente manera:
Grupo A: 1 comprimido por dia, durante 5 dias de la semana.

Grupo B: 3 comprimidos por la mafiana y 2 comprimidos por la noche, en un dia de la

semana.

De considerarse necesario un aumento de dosis durante las citas de seguimiento, los
pacientes recibieron incrementos progresivos de 2.5 mg para ambos esquemas de
dosificacion. Adicionalmente, ambos grupos recibieron como tratamiento concomitante: 1
csFARME Azulfidina (15 mg/semana), Prednisona (2.5 mg/dia), Acido folico (5 mg cada 3
dias), Calcitriol (0.25 mcg/dia), Meloxicam (7,5 mg/dia) y Omeprazol (20 mg/dia).

6.5 Evaluacién clinica de los pacientes

Los pacientes fueron valorados al inicio del estudio, a las 6, 12 y 24 semanas posteriores
al inicio del tratamiento con MTX. Estas evaluaciones fueron realizadas por los médicos
reumatologos y consistieron en el conteo del niumero de articulaciones inflamadas y

dolorosas (maximo 28), el registro EVA y la estimacién del DAS28 (Tabla 6.1).

Tabla 6.1 Evaluacion clinica 49

Variable Escala Interpretacion puntaje
EVA 0 Sin dolor
20 Paoco dolor
40 Dolor moderado
60 Dolor fuerte
80 Dolor muy fuerte
100 Dolor insoportable
DAS28 <2.6 Remision de la enfermedad
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2.6-3.2 Actividad baja
3.2-5.1 Actividad moderada
\ >5.1 Actividad severa

Ademds, durante estas evaluaciones se incluyeron estudios de laboratorio que
consistieron en la VSG, PCR, biometria hemética, quimica sanguinea (creatinina sérica,
glucosa, urea, fosfatasa alcalina, nitrégeno ureico (BUN) y pruebas de funcionamiento
hepatico (AST y ALT)). Con los resultados de estos estudios, asi como la informacion
proveniente del expediente clinico, en cada paciente se evalud la aparicion de eventos
adversos gastrointestinales, hepatobiliares, respiratorios, anemia, leucopenia, reacciones
cutaneas, etc. La hepatotoxicidad fue definida por niveles AST y/o ALT >40 U/L; mientras
que valores de hemoglobina <12 g/dL se considera como un estado anémico y un conteo
de globulos blancos < 6000 U/pL es indicativo de leucopenia.

6.6 Recoleccidén de muestras sanguineas.

A las 24 h post-dosis de la semana 6, 12 y 24 posteriores al inicio del tratamiento, se
recolectaron 4 mL de sangre venosa periférica en un tubo vacutainer™ con EDTA. Las
muestras fueron centrifugadas a 600 g durante 10 min a 4°C con la finalidad de obtener el
plasma sanguineo y lograr el aislamiento de los eritrocitos. A continuacion, se realizé el
lavado de los eritrocitos con solucién salina al 0.9% en 2 ocasiones y se centrifugd a 600
g durante 10 min a 4°C por cada lavado. Los eritrocitos lavados se almacenaron a -80°C
para su posterior analisis por UPLC-MS/MS.

6.7 Proceso de extraccion de MTX-PG3y MTX-PG5

El stock inicial con estandares de MTX-PG3 y MTX-PG5 se prepar6 en hidroxido de
amonio (0.1 M) en una concentracion de 76.84 uM y 63.36 uM, respectivamente. A partir
del stock inicial, se prepar6é un estandar de la mezcla de ambos MTX-PGn a una

concentracion de 500 nM.

La curva de calibracion se preparé por dilucibn con 8 puntos en un intervalo de
concentracion de 1.95 a 500 nM. Los estandares de controles de calidad (QC) se
elaboraron en 3 concentraciones baja (QCB), media (QCB) y alta (QCA) a 10 nM, 50 nM y

400 nM, respectivamente.

A partir del lavado de los eritrocitos, tanto los estandares como las muestras se

procesaron de la siguiente manera:
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Se tomo una alicuota de 150 pL de muestra y se colocé en un tubo eppendorf, enseguida
se agitb en vortex y lentamente se afiadi®é &acido tricloroacético al 10% (1:1).
Posteriormente se incubo6 durante 30 min a 30°C y se centrifugd a 2700 g durante 20 min
a 20°C; el sobrenadante se recuperd y se colocd en un vial de vidrio, el cual debia
permanecer una hora en el automuestreador del equipo UPLC a 10°C para su posterior

analisis (Figura 6.1).
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Figura 6.1 Proceso general de extraccion para la cuantificacion intraeritrocitaria de MTX-
PG3y MTX-PG5.

6.8 Andlisis Cromatografico.

El andlisis de las muestras se realiz6 en un equipo de cromatografia liquida de ultra-alta
resolucion acoplado a un espectrometro de masas en tdndem (UPLC-MS/MS) de la marca
Waters. El equipo consta de un automuestreador con temperatura controlada, una bomba
cuaternaria, horno para control de temperatura de la columna cromatogréafica y un

espectrometro de masas de triple cuadrupolo modelo Xevo TQD, marca Waters.

Para la separacion cromatografica se emple6 una columna Waters Acquity UPLC HSS T3
(1.8 um, 2.1 mm x 100 mm) a una temperatura de 35°C. Se us6 una fase mévil constituida
por bicarbonato de amonio 10 mM (pH=7.5) en agua desionizada (A) y acetonitrilo grado
masas (B). El sistema de bombeo fue en gradiente durante 2.5 minutos con 100% A,

seguido de una disminucién a 90% A durante 1.5 minutos para finalmente regresar a las
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condiciones iniciales durante 2 minutos para el reacondicionamiento de la columna. La
velocidad de flujo fue de 0.3 mL/min, el volumen inyeccién de 40 pL y la temperatura del
automuestreador se ajusté a 10°C. El tiempo de retencién del MTX-PG5 y MTX-PG3 fue
de 3.23 y 3.76 min, respectivamente, con una duracién total de 6 minutos por inyeccion.

La informacion obtenida fue procesada con el software MassLynx V4.1.

La cuantificacion de MTX-PG3 y MTX-PG5 se hizo empleando el modo de monitorizacion
en reaccion mdultiples (MRM) y la sonda de electrospray operada en modo de iones
positivos (ES+). Se llevo a cabo el andlisis de infusién de un estandar en mezcla del MTX-
PG3 y MTX-PG5 a una concentracion de 500 nM con la finalidad de obtener las
condiciones ideales para la identificacion y caracterizacion de ambos MTX-PGn en el

espectrdmetro de masas.

Las condiciones estandarizadas para la deteccién y cuantificacion de MTX-PGn fueron las
siguientes: Voltaje del capilar 0.6 kV, temperatura de desolvatacion 500 °C, flujo del gas
de desolvatacion 1000 L/h. Las transiciones monitoreadas fueron las siguientes: MTX-
PG3 (i6bn molecular — fragmentos, m/z) 712.3 — 308.05 y 712.3 — 174.99, (energia de
colisién de 36 y 62 V, respectivamente); MTX-PG5 (i6bn molecular — fragmentos, m/z) 970
—175.05y 970 — 133.95 (energia de colision de 78 y 80 V, respectivamente).

6.9 Validacion del método analitico.

El método analitico empleado para la cuantificacion de los MTX-PGn fue previamente
validado, a través de la evaluacion de selectividad, efecto de matriz, efecto de acarreo,
limite inferior de cuantificacion, limite de deteccién, linealidad, precision (repetibilidad y
reproducibilidad), exactitud y estabilidad de la muestra. Debido a la incorporacién de otro
analista en el desarrollo del método fue necesario realizar una validacién parcial mediante
la evaluaciéon de limite inferior de cuantificacién, limite de deteccién, linealidad, precision
(repetibilidad y reproducibilidad) y exactitud, de acuerdo con lo establecido por la NOM-
177-SSA1-2013.

Las muestras de eritrocitos aislados de cada paciente se analizaron interpolando la
respuesta del equipo en una curva de calibracién de estandares de MTX-PG3 y MTX-PG5
elaboradas cada dia del andlisis. En cada corrida analitica se incluy6 el andlisis de los
controles de calidad QCB, QCM, QCA.
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6.10 Andlisis Estadistico.

Se realiz6 una prueba de Kolmogorov-Smirnov para evaluar la normalidad de los datos;
las caracteristicas clinicas y antropométricas basales. Las variables continuas con
distribucion normal, se presentan como media y desviacibn estandar; datos no
paramétricos se muestran como mediana y rango intercuartilico. Las caracteristicas
basales de los grupos de estudio se compararon mediante la prueba de T-Student para

datos paramétricos o la prueba U-Mann Whitney para datos no paramétricos.

Las diferencias de las caracteristicas clinicas y las concentraciones intraeritrocitarias de
MTX-PG3 con respecto al tiempo y al esquema de tratamiento con MTX se evalu6
mediante una prueba de ANOVA-2 vias. Finalmente, se evalud la relacion entre la
frecuencia de eventos adversos con el tipo de temporalidad; asi como, la relacion entre la

disminucién del ADAS28 con la temporalidad del tratamiento mediante una prueba de 2.

Se estableci6 un valor de significancia estadistica de p<0.05. Todos los andlisis

estadisticos se realizaron usando el programa GradphPad versién 5.01.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION.

7.1 Caracteristicas de los pacientes con AR.
En la tabla 7.1 se muestran las caracteristicas antropométricas y clinicas de los grupos de

pacientes en tratamiento con MTX cotidiano y MTX semanal.

Tabla 7.1 Caracteristicas antropométricas y clinicas de los pacientes bajo temporalidad
cotidiana y semanal al inicio del estudio.

| Total MTX MTX
Variables (n=92) Cotidiano Semanal p

(n=45) (n=47)
Edad (afios) 46 (37-52) 46 (36-52) 46 (41-52) 0.59
Peso (Kg) 68.9 + 13.8 68.0 £ 13.9 69.0 £ 13.5 0.95
IMC (Kg/m?) 28.4+5.5 28.9+5.8 28.0+5.2 0.40
Articulaciones inflamadas (n) 10 (8-14) 10 (7-12) 10 (8-14) 0.68
Articulaciones dolorosas (n) 9 (4-15) 8 (4-14) 10 (5-16) 0.28
EVA 60 (50-80) 60 (40-75) 60 (50-80) 0.08
VSG (mm/h) 2545+ 12.60 24 +13.12 28 £11.72 0.40
Eritrocitos (células/uL) 46 +0.42 4.6 +£0.46 4.7 £0.32 0.28
Leucocitos (células/uL) 6.6 (5.54-8.4) 6.5 (6-7.3) 7.0 (5.4-8.7) 0.55
DAS28 54+12 53+1.2 56+1.2 0.36

*Los resultados se muestran como mediana (rango intercuartilico) o media + desviacién
estandar.

Se incluyeron a 92 pacientes con AR de recién diagnéstico, de los cuales 96.74% fueron
mujeres con una edad promedio de 45 afios. La alta proporcion de pacientes de sexo
femenino con diagndstico de AR esta documentada epidemiolégicamente ¢ 12 38 39)  Gj
bien, no se conoce la causa de la alta prevalencia de AR en mujeres, se sugiere una
posible influencia de factores hormonales tales como el estrégeno y la prolactina debido a
la estimulacién que provocan en la produccion de autoanticuerpos de células B @ %), Lima
y cols. en 201449  sefalaron que el comienzo de la menopausia puede ser un factor de
riesgo para adquirir AR, debido a los cambios hormonales que sufren las mujeres; lo

anterior coincide con la edad promedio inicial de la enfermedad que es de 50 + 10 afos.

De acuerdo con el indice de masa corporal (IMC) obtenido, se presentd una proporcién de
pacientes con obesidad de 40%. El estudio de Symmons y cols., (1997) destac6 que los

pacientes con IMC 230 Kg/m? presentaron mayor probabilidad de padecer AR (OR 3.74,
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95% IC 1.14-12.27) “Y. Una posible explicaciéon entre la obesidad y este padecimiento se
debe a los mecanismos de inflamacién presentes en el tejido adiposo, sobre todo con la
inflamacién sistémica crénica. Gonzalez y cols., (2016) describieron a la obesidad como
un estado proinflamatorio, generado por adipocinas provenientes del tejido adiposo
blanco, las cuales promueven la elevacibn de marcadores inflamatorios tales como el
factor de necrosis tumoral, IL-1, IL-6, IL-17, entre otros“?. A su vez, las adipocinas
favorecen el desarrollo de enfermedades inflamatorias autoinmunes mediante

alteraciones metabdlicas que incluyen complicaciones cardiovasculares “3).

La enfermedad concomitante con mayor predominio fue la hipertension arterial (10.87%);
precisamente, el desarrollo de enfermedades cardiovasculares es una de las principales

comorbilidades que favorece el aumento de la mortalidad en pacientes con AR ¢ 7,

Con relacién al grado de enfermedad registrado al inicio del estudio, los pacientes de
ambos grupos mostraron AR catalogada en un nivel que corresponde a actividad severa
por el valor de DAS28, y de dolor fuerte por los resultados de EVA. Clinicamente, se
considera que un estado de AR de alta actividad presenta en promedio 18 articulaciones
inflamadas, EVA de 50 y VSG de 45 “4),

Ninguna de las variables mostradas en la Tabla 7.1 presento diferencias estadisticamente
significativas entre ambos grupos, por lo que se asumié que las caracteristicas basales,
clinicas y antropométricas fueron similares, lo cual constituye una evidencia de que el
proceso de aleatorizacién que se realizé para el disefio experimental del presente estudio

fue adecuado.

7.2 Seguimiento de pacientes con AR bajo tratamiento con MTX.

De los 92 pacientes incluidos, sélo el 50% completaron el estudio hasta las 24 semanas;
de éstos, 62% (28 participantes) pertenecian al grupo en temporalidad cotidiana y 38%
(18 participantes) al grupo en temporalidad semanal con MTX. Durante el seguimiento,
36% de los pacientes del grupo en temporalidad cotidiana y 45% del grupo en
temporalidad semanal, se retiraron del protocolo; mientras que un total de 9 pacientes, 5
(10%) y 4 (11%) del grupo en temporalidad cotidiana y semanal, respectivamente, no
habian terminado el tratamiento con MTX al momento de realizar el andlisis estadistico
(Figura 7.1).
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Pacientes con AR de recién
diagndstico

Aleatorizacion
temporalidad del tratamiento

Cotidiano Semanal
n=45 n=47
Seguimiento Seguimiento
9 pacientes | _________ 6 semanas 6semanas |_________. 8 pacientes
eliminados n=15 n=16 eliminados
i i
1 1
¢ Mal apego al tratamiento. ~ (n=7) o Mal apego al trat.amiento. (n=4)
o Pérdida de seguimiento. (n=1) . Péer|da de segwm|ento. . (n=1)
o Retiro voluntario del estudio. (n=1) ¢ Retiro voluntario del estudio.  (n=1)
o Evento adverso asociado a MTX. (n=1)
o Dificultad en toma de muestra.  (n=1)
__________ 12 semanas 12semanas | occccemmoemn
| n=36 n=39 :
1 H
3 pacientes : 8 pacientes
eliminados .| Cambio temporalidad por RAM eliminados

1 n=4 i
' |
o Mal apego al tratamiento. B
(n=3) o Mal apego al tratamiento.  (n=6)
¢ Pérdida de seguimiento.  (n=1)
o Uso tratamiento alternativo. (n=1)
4 pacientes  |________| 24 semanas 24 semanas 5 oo
eliminados n=37 N=27  |cccemmeood pacientes
: eliminados
1 T
: !
¢ Dificultad en toma Vil |
_ ¢ Malapegoa
de muestra. (n=4) Pendiente. Pendiente. tratarr?ie?]to.
término del término del (n=4)
seguimiento seguimiento o Pérdida de
n=5 n=4 seguimiento.
(n=1)

Seguimiento completo

n=28

Seguimiento completo
n=18

Figura 7.1 Seguimiento de los pacientes con AR durante el estudio.
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De acuerdo con los resultados encontrados, se registrd6 una importante proporcion de
pacientes que no concluyeron el estudio, principalmente debido al desapego al
tratamiento, sobre todo, en los pacientes que recibieron el medicamento en el esquema
de dosificacion semanal. Como se menciond anteriormente, la administracion semanal
presenta el inconveniente de presentar menos adherencia, ya que los pacientes
presentan confusion y adaptacién a esta pauta de dosificacion, lo que ocasiona el olvido o
en ocasiones provoca la sobredosificacién del farmaco. Entre las principales causas de
desapego al tratamiento segun Bello y cols., (2017) se encuentran: olvido de tomar el
farmaco (33%), considerar que no es necesario ingerir el farmaco ya que el paciente
siente estar bien (24%) y preocupacion por la seguridad del farmaco a largo plazo
(24%)19. Como se ha mencionado anteriormente, diversos estudios previos han
reportado la incidencia de errores de medicacion asociados a la administracion semanal
de MTX (6 18 3234 valverde y cols., (2001) describieron el caso de un paciente de 79
afos que recibié MTX en prescripcién de 15 mg/dia, en lugar de 15 mg/semana; después
de recibir nueve dosis seguidas del farmaco, el paciente falleci6®?. Un caso contrario se
registré en el presente estudio: una paciente de 26 afos recibié una prescripcién de 12.5
mg de MTX bajo el esquema de dosificacion semanal, sin embargo, la paciente interpret6
que la dosificacion consistia en tomar solamente un comprimido del farmaco un dia a la

semana.

En comparacion con lo anterior, los pacientes bajo el esquema de dosificacién cotidiano

presentaron menos casos de abandono del tratamiento.

Otras causas de pérdida de los pacientes en este estudio fueron debidas al cambio de
localidad de residencia, retiro voluntario, evento adverso asociado al MTX, dificultad en la

toma de muestra y el uso de tratamientos alternativos para la AR.

7.3 Evaluacion de la temporalidad del tratamiento con la eficacia clinica del MTX.

Durante el estudio, se determinaron las principales caracteristicas clinicas de la remision
de la enfermedad de acuerdo con los criterios ACR50, los cuales son Utiles para comparar
la actividad de la enfermedad en tiempo basal y posterior a la administracion del

medicamento.

Para ello, se evalu6 el efecto de la temporalidad del tratamiento cotidiano (n=28) y
semanal (n=18) mediante el conteo de las articulaciones inflamadas, dolorosas, EVA y

DAS28 a través de un andlisis de varianza de 2 factores.
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7.3.1 Articulaciones inflamadas y dolorosas. En la Figura 7.2 se observa que la
evolucién clinica es favorable hacia las 12 y 24 semanas bajo ambos esquemas de
tratamiento con MTX, lo anterior se aprecia a través de la disminucion del nimero de
articulaciones inflamadas y dolorosas; no obstante, destaca una amplia variabilidad en

dicha respuesta.
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Figura 7.2 Evaluacién de la temporalidad del tratamiento con la eficacia clinica del MTX
[(A) Numero de articulaciones inflamadas, (B) numero de articulaciones dolorosas]. Los

datos se muestran como mediana y rango intercuartilico.

Especificamente, mediante el régimen cotidiano, se observé una disminucion de
articulaciones inflamadas con una mediana (rango intercuartilico) de 10 (7-12) a 4 (1-7);
mientras que la temporalidad semanal presenté una mayor disminucién desde 10 (8-14)
hasta 2 (0-7) articulaciones inflamadas durante las primeras 12 semanas de tratamiento
con MTX. Por otro lado, el régimen cotidiano se mantuvo sin cambios de la semana 12 a
la 24; mientras que, en el régimen semanal, se observa un incremento en el niumero de
articulaciones inflamadas, con una mediana de 5 (3-10) a las 24 semanas. El nimero de
articulaciones inflamadas disminuy6 significativamente después de 6, 12 y 24 semanas
del inicio del tratamiento con MTX (p<0.05); sin embargo, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre la temporalidad semanal y la cotidiana (p=0.95). En
el estudio de Kremer y cols., (1995), con la administracion semanal de MTX se observo
una disminucién sostenida del nimero de articulaciones a partir de las 12 semanas 9,
Autores como Pandya y cols., (2002) identificaron la remision de la enfermedad con dosis

semanal a partir de las 4 semanas de tratamiento con un conteo de las articulaciones
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inflamadas de 6.5 + 6.6 a 4.10 £ 6.14, sin embargo, la respuesta no fue sostenida y

presentd notables incrementos en periodos posteriores 9,

Al evaluar el nimero de articulaciones dolorosas, se encontré una disminucién sostenida
cuya mediana (rango intercuartilico) fue de 8 (4-14) a 2 (2-6) a las 12 semanas para la
temporalidad cotidiana y de 10 (5-16) a 6 (2-8) para la temporalidad semanal, lo cual se
mantuvo sin cambios en ambos esquemas de tratamiento con MTX después de 24
semanas. El nimero de articulaciones dolorosas disminuy6 significativamente después 12
semanas del inicio del tratamiento con MTX (p<0.05). Kremer y cols., (1995) registraron
una importante disminucién del numero de articulaciones dolorosas de un valor inicial de
(media + desviacion estandar) 7.6 £+ 7.2 a -1.6 + 3.5y -2.7 + 4.3 a las 6 y 18 semanas,
respectivamente, la cual se mantuvo hasta las 24 semanas en tratamiento semanal con el

farmaco®9.

Otros autores han descrito que hasta un 20% de los pacientes en remision, pueden tener
dos 0 mas articulaciones dolorosas y que el numero de articulaciones inflamadas puede
llegar a ser superior a 5 7, Lo anterior pone de manifiesto la amplitud de la variabilidad a

la cual esta sujeta la respuesta clinica.

Los resultados obtenidos en el presente estudio muestran un efecto sostenido en la
disminucion significativa del numero de articulaciones inflamadas y dolorosas en
pacientes con recién diagnéstico de AR bajo tratamiento con MTX. Al evaluar el efecto de
la temporalidad del tratamiento semanal o cotidiano sobre el nimero de articulaciones, no
se encontraron diferencias significativas entre éstos (p=0.950; p=0.731), por lo que se
considera que la eficacia clinica no se compromete al administrar el MTX en régimen

cotidiano o semanal.

7.3.2 Escala visual analoga. Mediante el valor de EVA fue posible demostrar para ambas
temporalidades que la percepcion de dolor evolucioné desde un nivel fuerte al comienzo
de las dosis, hasta un nivel moderado (medianas de 60 y 40, respectivamente) a las 12
semanas del tratamiento. Este nivel de control de dolor se mantuvo en la semana 24 para
la administracion diaria del MTX, mientras que bajo la dosificacion semanal se observé
nuevamente un aumento hacia un nivel de dolor fuerte, aunque con notable variabilidad
entre pacientes (mediana, rango; 50, 40-60) (Figura 7.3). Pandya y cols., (2002)
encontraron resultados contrarios, pues la intensidad del dolor fue mayor en un grupo con

dosificacién dos veces a la semana (media; desviacion estandar; 47.18 + 18.6 vs 36.79 +
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21.5) que en un grupo con esquema semanal en la semana 16 posterior al inicio del

tratamiento@.

A pesar de que se observo una disminucion en la evolucion del dolor, no se encontré una

asociacion entre el valor de EVA respecto a la temporalidad del tratamiento (p=0.244).

Si bien la presencia de articulaciones inflamadas, el dolor articular y la elevacion de los
reactantes de fase aguda son los signos mas directos del desarrollo de un proceso
inflamatorio ©, la falta de precision clinica de estos parametros y la naturaleza de las

lesiones producidas hacen de la valoracion de la actividad inflamatoria un proceso

complejo®?.
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Figura 7.3 Evaluacién de la temporalidad del tratamiento con la eficacia clinica del MTX

[(C) EVA, (D) DAS28]. Los datos se muestran como mediana y rango intercuartilico.

7.3.3 indice de actividad de la enfermedad. El parametro clinico de rutina que se utiliza
actualmente para la evaluacion integral de la actividad de la enfermedad es el DAS28. La
evaluacién basal de dicho indice en ambos grupos de pacientes con AR incluidos en el
presente estudio, correspondié a una actividad severa al comienzo de la enfermedad, de

acuerdo con los criterios de la ACR, sin diferencias entre grupos (Tabla 7.1).

A partir de la semana 6 en la temporalidad cotidiana y semanal se presenté una
disminucion media del DAS28 (ADAS28) de -0.4 y -0.7; mientras que, a las 12 semanas,
el ADAS28 fue -1.1 y -1.3, respectivamente. Finalmente, a la semana 24 el ADAS28
registré resultados de -1.4 en la temporalidad cotidiana y -1.2 en la temporalidad semanal
(Figura 7.3).
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En general, una puntuacion de -1.2 en ADAS28 para un paciente con AR, se considera un
cambio significativo traducido clinicamente como buena respuesta al tratamiento; los
pacientes con mala respuesta obtienen un valor de ADAS28 de -0.6; mientras que cifras
de este parametro entre -0.6 y -1.2 clasifica a los pacientes con una respuesta moderada
al MTX 49,

En este estudio se observo que a las 6 semanas no se presentaron cambios significativos
en la respuesta al tratamiento (ADAS28 de -0.6) mientras que en la semana 12 y 24 la
evolucion clinica fue significativa (ADAS28 mayor de -1.2). De acuerdo a Takahashi,
Kaneko y cols., (2017), a partir de la semana 12 el 60% de los pacientes logran una
remision clinica de la enfermedad y esa respuesta puede mantenerse en la mayoria de

los pacientes®@?.

Al evaluar el efecto del esquema de dosis en la mejora clinica respecto a la disminucién
del DAS28 a las 12 y 24 semanas de tratamiento, se encontré que no existe un efecto

significativo entre la temporalidad con que se administra el farmaco y el DAS28 (p=0.779).

7.3.4 Velocidad de sedimentacion globular y niveles leucocitarios. De acuerdo con la
Figura 7.4 se observo similitud en los valores de VSG vy los niveles leucocitarios entre
ambos grupos a lo largo del estudio (p=0.823; p=0.784); si bien diversos autores han
descrito a ambos parametros clinicos como una herramienta diagnéstica para la
determinacién de enfermedades inflamatorias e infecciosas “® 47, existen diversos
factores que pueden ocasionar su incremento tales como: la edad, sexo, método de
determinacién, enfermedad cardiaca, lupus, otros procesos inflamatorios, etc.®. Dado
que la VSG vy los niveles leucocitarios son marcadores inespecificos de inflamacién en la
AR®“® se deben determinar en conjunto con otras proteinas de fase aguda tales como la
PCR, asi como algunos componentes del complemento sérico (especificamente C3), el
amiloide A sérico y la haptoblogina, entre otros, para realizar un seguimiento indirecto del

grado de inflamacién de un paciente con AR“9),
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Figura 7.4 Evaluacién de la temporalidad del tratamiento y marcadores indirectos de

inflamacién en AR [(E) Leucocitos (células/ pL) y (F) VSG (mm/h)]. Los datos se muestran

como mediana y rango intercuartilico.

7.4 Asociacion de eventos adversos con la temporalidad del tratamiento.

Durante un periodo de 24 semanas, se registraron 14 pacientes (15.22%) que refirieron
presentar eventos adversos asociados al MTX; 5 pacientes (11%) pertenecian al grupo de
temporalidad cotidiana mientras que 9 pacientes (19%) recibieron el farmaco de manera
semanal (Figura 7.5). Hernandez y cols., (2013) sefalan que la toxicidad del MTX es
dependiente de la dosis“?. Esta podria ser una de las causas por la cual, la temporalidad
semanal presenté mayor numero de eventos adversos.
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Figura 7.5 Eventos adversos con MTX registrados por temporalidad en todos los
pacientes con AR incluidos durante el desarrollo del estudio.
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La mayoria de los eventos adversos reportados en este estudio consistieron en trastornos
gastrointestinales (Tabla 7.2), de los cuales, nduseas y gastritis fueron los mas frecuentes
en el grupo con dosificacion semanal con respecto al grupo con dosificacion diaria.
Efectivamente, diversos estudios tienen registrado que los trastornos gastrointestinales
son los mas comunes en los primeros 6 meses de tratamiento con afectacion hasta en el

66% de los pacientes con AR (15 5051,

Tabla 7.2 Principales eventos adversos asociados a MTX n=14

Eventos adversos MTX cotidiano MTX semanal
Nauseas 0 4
Diarrea 0 1
Gastritis 1 4
Dolor abdominal 0 1
Irritacion ocular 1 0
Dolor de cabeza 0 1
Incremento ALT/AST 3 1

Total 5 12

Los niveles de transaminasas hepéticas (ALT y AST>40 U/L) a lo largo del estudio se
incrementaron en 4 pacientes. Adicionalmente, a las 6 semanas se reinicié el tratamiento
en otros 2 pacientes de temporalidad cotidiano, uno de ellos debido al incremento de
estas enzimas y otro paciente por irritaciébn gastrica. Por otro lado, a las 12 semanas fue
necesario cambiar a 4 pacientes del grupo de temporalidad semanal al esquema cotidiano

debido a la intolerancia gastrica que presentaron.

En 3 pacientes, fue necesaria la reducciéon de la dosis de MTX y que 2 de ellos que
recibieron el régimen cotidiano presentaron aumento de los niveles de transaminasas
hepéaticas y 1 paciente correspondiente a la administracion semanal fue debido al
incremento de los niveles de creatinina sérica (>1.3 mg/dL). Adicionalmente, un paciente
de la temporalidad semanal tuvo que ser eliminado del estudio a las 6 semanas por causa

de intolerancia al farmaco.

La toxicidad hepética asociada al MTX ya sido evaluada desde hace varias décadas
desde que se determind el tratamiento de psoriasis. ®? Al respecto, Pandya y cols.,
(2002), reportaron casos con transaminasas hepdéticas en niveles de 80 U/L y asociaron la
frecuencia de la administracion del farmaco con la alta incidencia de toxicidad hepatica®@®.

De manera especifica, es recomendable suspender el tratamiento con MTX si el valor de
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ALT y/o AST sobrepasa mas de tres veces el limite superior de normalidad (>40 U/L); asi
mismo, se considera que es posible reiniciar con dosis mas baja una vez normalizados los

niveles de las transaminasas “9).

Una propuesta de Kremer y cols., (1995), consistié6 en administrar el MTX en dosis bajas
con mayor frecuencia, con el propésito de conseguir la disminucion de efectos téxicos, sin
embargo, en nuestro estudio se observé un caso contrario, ya que en 3 pacientes del
grupo en temporalidad cotidiana en promedio se incrementaron las enzimas ALT y AST a
niveles de 325 U/L®Y, Una posible explicacion de la elevacion de dichas enzimas se debe
a que la toxicidad hepatica esta relacionada con la acumulacion intracelular de MTX-PGn
y con la disminucion de folato en el tejido hepético. Si bien, no se ha establecido una clara
relacion con la disminucion de folatos, Van Ede y cols., (2001), sefialaron que el

suplemento de folatos reduce la incidencia de elevacion de transaminasas hepaticas®®.

Por otra parte, debido a que la eliminacién renal es la ruta que contribuye en mayor
proporcion al aclaramiento del MTX, este farmaco debe ser empleado con precaucién en
pacientes con insuficiencia renal. Ante esta situacion, al paciente que presenté notable
aumento de los niveles de creatinina sérica fue necesario reducir la dosis, tal como lo

indican las guias de manejo clinico “?.

Al comparar la incidencia de eventos adversos en este estudio, no se encontraron
diferencias significativas de acuerdo con la temporalidad del tratamiento con MTX (Figura
10.5, p=0.387).

7.5 Cuantificacion de las concentraciones de MTX-PG3 y MTX-PG5 por UPLC-
MS/MS.

7.5.1 Validacion parcial del método analitico. La cuantificacion intraeritrocitaria de los
MTX-PG3 y MTX-PG5 fue posible mediante el método analitico previamente
implementado. De acuerdo con lo establecido por la NOM-177-SSA1-2013, el método fue

selectivo y especifico para la deteccién de ambos MTX-PGn (Figura 7.6.).
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Figura 7.6 Cromatograma de MTX-PG5 (izquierda) y MTX-PG3 (derecha).

Las curvas de calibraciéon demostraron una relacion lineal para el MTX-PG3 (R?>0.99) en
un intervalo de 1.9 a 500 nM y para el MTX-PG5 (R?>0.99) en un intervalo de 3.9 a 500

nM (Figura 7.7).
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Figura 7.7 Curva de calibracion de MTX-PG3 (a) y MTX-PG5 (b) en eritrocitos.

Los resultados de concentracion recuperada (Tabla 7.3), cumplieron con los criterios
establecidos por la NOM-177-SSA1-2013, ya que al menos el 75% de las concentraciones

de la curva de calibracién se encontraron dentro del 15% de la concentracién nominal.

Tabla 7.3 Concentraciones recuperadas en la curva de calibracion para la cuantificacion
de MTX-PGn en eritrocitos
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MTX-PG3 MTX-PG5
Concentracion Concentracion Concentracién
nominal (nM) promedio 9%Recobro promedio %Recobro
recuperada recuperada
(nv) (M)
1.9 1.6 86.6
3.9 3.7 94.9 3.8 97.1
7.8 6.4 81.9 6.4 81.3
15.6 18.5 118.4 18.6 114.5
31.25 35.5 107.4 34.5 110.3
62.5 68.0 108.9 67.8 108.5
125 128.9 103.1 128.3 102.6
250 244.8 97.9 244.7 97.9
500 490.3 98.1 492.1 98.4

El limite de deteccion (LDD) se calculé con el promedio de las concentraciones de 3

blancos mas 3DE (siendo DE la desviacion estandar del promedio de estas mediciones); y

el limite de cuantificacion (LDC) se establecié con 10DE (Tabla 7.4).

Tabla 7.4 Limite de deteccion y cuantificacion MTX-PG3 y MTX-PG5

Analito LDD (nM) LDC (nM)
MTX-PG3 |  0.23 0.52
MTX-PG5 |  0.27 2.19

La precision y exactitud del método se calcularon mediante estandares (QC) con

concentraciones QCB, QCM y QCA. El andlisis se realizé por quintuplicado en un mismo

dia (repetibilidad) y en tres corridas analiticas diferentes (reproducibilidad). Se obtuvo un

coeficiente de variacién promedio menor al <15% y valor promedio del % de recuperaciéon

<15%. Los resultados se muestran en la Tabla 7.5.

Tabla 7.5 Precision y exactitud del método analitico.
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Analito Nivel Concentracion Concentracién %CV Exactitud

QC nominal (nM) promedio (% de error)
recuperada (nM)
Repetibilidad

MTX-PG3 LIC 1.9 1.7 4.37 10.78
QCB 10 8.5 5.15 14.60
QCM 50 47.3 12.53 5.40
QCA 400 377.5 2.84 5.63
MCD 600 (1:2) 568.7 5.20 3.18

MTX-PG5 LIC 3.9 3.8 4.79 3.40
QCB 10 9.2 4.79 3.40
QCM 50 50.5 12.51 1.04
QCA 400 391.86 2.59 2.03
MCD 600 (1:2) 599.8 0.02 3.32

Reproducibilidad

MTX-PG3 LIC 1.9 1.87 10.87 1.52
QCB 10 8.50 8.36 12.60
QCM 50 13.24 13.24 7.76
QCA 400 2.63 2.63 4.34

MTX-PG5 LIC 3.9 3.94 9.08 1.02
QCB 10 8.96 8.84 10.4
QCM 50 44.24 7.17 11.52
QCA 400 345.6 14.36 13.6

Adicionalmente, se evalud la estabilidad de las muestras mediante estandares QC con

concentraciones QCB, QCM y QCA por triplicado, asi como la estabilidad a corto y largo

plazo, y la estabilidad en los ciclos de congelacién-descongelacion. De acuerdo con los

resultados obtenidos, las muestras presentaron estabilidad durante al menos 30 dias a

temperatura de -80°C (desviacion estandar < 15%) y resisten dos ciclos de congelacion-

descongelacion (desviacion estandar < 15%).

Con los resultados anteriores, qued6 demostrada la validez estadistica del método

analitico de acuerdo a la NOM-177-SSA1-2013 ® para su aplicacién en el andlisis de

muestras sanguineas de pacientes que reciben tratamiento con MTX para la AR.
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7.6 Cuantificacion intraeritrocitaria de MTX-PG3 y MTX-PG5 en muestras de
pacientes con AR bajo tratamiento con MTX.

Se obtuvo un total de 131 concentraciones intraeritrocitarias de MTX-PGn durante la
realizacion del estudio, procedentes de cada una de 25 pacientes en la semana 6, de 58

pacientes en la semana 12 y de 48 pacientes en la semana 24.

Solo fue posible la determinacion de los niveles de MTX-PG3 ya que, en la totalidad de
las muestras provenientes de los pacientes, las concentraciones de MTX-PG5 se
encontraron por debajo del LDD (0.27 nM) para los dos regimenes de tratamiento,
situacion que se discutira mas adelante.

En la Tabla 7.6 y en la Figura 7.8 se muestran la mediana (rango intercuartilico) de las
concentraciones intraeritrocitarias de MTX-PG3 para la temporalidad cotidiana y semanal.

Tabla 7.6 Concentraciones intraeritrocitarias de MTX-PG3 (nM) en pacientes con AR

Tiempo (semanas) MTX cotidiano MTX semanal
6 | 8.45 (1.7-11.15) 5.50 (3.0-8.6)
12 | 7.0 (4.6-16) 14.25(5.38-20.88)
24 | 9.4 (5.10-31.40) 23.30 (10-32.40)

*Los resultados se muestran como mediana (rango intercuartilico) \
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Figura 7.8 Concentraciones intraeritrocitarias de MTX-PG3 (nM) vs tiempo (semanas), de
acuerdo con la temporalidad del tratamiento con MTX en pacientes con AR. Los datos se

muestran como mediana y rango intercuartilico.
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A medida que transcurrio el tratamiento, se registr6 una gran variabilidad en las
concentraciones intraeritrocitarias de MTX-PG3 en ambos grupos. Después de 24
semanas en tratamiento con MTX, el coeficiente de variacibn obtenido para las
concentraciones intraeritrocitarias de MTX-PG3 fue de 81% para el grupo en temporalidad
cotidiana y 65% para el grupo en temporalidad semanal. Se observé que, con la dosis
diaria, los niveles de este metabolito tendieron a estabilizarse alrededor de 10 nM desde
la semana 6 hasta la 24, contrario a lo que sucedi6 con el régimen semanal, las cuales
continuaron en aumento desde que inicié el tratamiento hasta el Gltimo muestreo de las 24
semanas, obteniendo una concentracion media de MTX-PG3 dos veces mayor en
comparacion con el grupo de administracion cotidiana. Si bien, no existe informacién
previa en la que se comparen las concentraciones intraeritrocitarias de estos esquemas
de dosificacion, una posible causa del incremento es que la dosis Unica con una cantidad
acumulada de MTX implica la formacién de mayores concentraciones intraeritrocitarias de
MTX-PGn @, En tres estudios prospectivos se observé una relacién del aumento de la
dosis del farmaco y la acumulacién de MTX-PGn en eritrocitos ¢ %659, Otra explicacion a
la elevaciéon de niveles de MTG-PG3 en glébulos rojos corresponde al tiempo de
muestreo, pues, aunque para ambos grupos la dosis de farmaco total era la misma y las
muestras fueron tomadas 24 h post-dosis, los pacientes en temporalidad semanal habian

recibido una mayor dosis total antes de la toma de la muestra.

En el trabajo de Murosaki y cols., (2016), los niveles de MTX-PG2 a MTX-PG4 se
encontraron significativamente correlacionados con la actividad de la enfermedad, por lo
que los autores propusieron que los mencionados MTX-PG podrian ser considerados
como indicadores de la eficacia del MTX 9, Especificamente, Den Boer y cols., (2016)
determinaron que el MTX-PG3 es la forma intraeritrocitaria predominante de los MTX-PGn
y que en concentraciones intraeritrocitarias promedio de 39.9 (24.8-53.6) nM produce

adecuada respuesta al tratamiento de la AR®?).

A través de una regresion multivariada, otros autores han identificado que la edad, los
polimorfismos genéticos de FPGs y el folato eritrocitario estan involucrados en 14%, 4%,
21% de la variabilidad de las concentraciones del MTX-PG1, 2 y 3, respectivamente, a las

12 semanas posteriores al inicio del tratamiento 2.

Las concentraciones intraeritrocitarias de MTX-PG3 encontradas en el presente estudio,
son similares a las reportadas previamente. Dalrymple y cols., (2008) en el muestreo

sanguineo realizado a las 36 horas antes de la siguiente administracion de MTX (12.5 mg)
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después de 24 semanas en tratamiento reportaron concentraciones de MTX-PG3 en el
intervalo de 33.63 a 130.05 nM®2, Murosaki y cols., (2016), quienes tomaron muestras de
sangre 24 horas antes de la siguiente dosis semanal de MTX (15 mg), reportaron niveles
entre 0 a 88.9 nM de MTX-PG3 después de 24 semanas en tratamiento®®. Si bien no
existen estudios previos que evallen las concentraciones de MTX-PG3 a partir de la
administracibn de dosis bajas de MTX para el tratamiento de la AR en poblacion
mexicana, uno de los posibles factores que pueden ocasionar el incremento de este
metabolito en la administracién dosis semanal se atribuye al tiempo de muestreo post-

dosis realizado en nuestra poblacion.

Varios estudios han reportado concentraciones nulas de algunos poliglutamatos. Tal es el
caso de Murosaki y cols., (2016), quien a lo largo de 24 semanas reporté desde valores
debajo del LDD hasta 88.9 nM para MTX-PG3 (mediana de 24.7 nM) y hasta 11.9 nM
para MTX-PG5 (mediana <LDD) ©®. Anteriormente, se comentdé que los niveles
eritrocitarios de MTX-PG5 en este trabajo fueron indetectables en todos los pacientes que
recibieron dosis cotidiana o dosis semanal. Esta misma tendencia de resultados ya ha
sido previamente comentada por otros autores para el caso particular de MTX-PG5, para
lo cual hay reportes menores a 4 nM, e inclusive por debajo del LDC @2 2159 Una de las
posibles causas se atribuye al metabolismo de los MTX-PGn; debido a que la enzima
gamma-glutamil hidrolasa remueve los residuos de glutamato, se reduce la velocidad de
acumulacién del metabolito. En el caso de MTX-PG5, tendrian que transcurrir
aproximadamente 140 semanas de tratamiento para lograr el equilibrio dinamico en
niveles maximos de 10 nM #2212 ya que mientras mas prolongada sea la duracién del

tratamiento, mayores concentraciones de MTX-PG5 podran ser cuantificadas ¢,

7.7 Efecto de la temporalidad del tratamiento sobre las concentraciones
intraeritrocitarias de MTX-PG3.
Como ya se ha sefalado, se encontr6 una amplia variabilidad en las concentraciones

intraeritrocitarias de MTX-PG3 en ambas temporalidades.

Mediante una prueba estadistica ANOVA de 2 vias, se evaluo el efecto de la temporalidad
del tratamiento cotidiano (n=28) y semanal (n=18) sobre los niveles intraeritrocitarios de
MTX-PG3 a las 12 y 24 semanas. A pesar de que se observa una tendencia en la
temporalidad semanal en presentar mayores concentraciones de MTX-PG3 con respecto
a la temporalidad cotidiana, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas

entre tratamientos (p=0.941). Por otro lado, el tiempo en tratamiento es un factor que
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contribuye a la acumulacion significativa del MTX-PG3 (p=0.0192) independientemente de
la temporalidad. Lo anterior, ha sido reportado por otros autores quienes sefialaron que el
tiempo para alcanzar el equilibrio dindmico en las concentraciones intraeritrocitarias de
este metabolito es de 8 semanas a dosis 2.5 mg MTX por semana y aumenta hasta 20
semanas en dosis de 20 mg/semana®V. En el presente estudio, aparentemente, a pesar
de que la dosis total por semana es la misma, las concentraciones de MTX-PG3 en el
grupo de pacientes en temporalidad semanal alcanzan el equilibrio dinamico después de

24 semanas en tratamiento.

7.8 Influencia del indice de masa corporal sobre las concentraciones
intraeritrocitarias de MTX-PG3.

Los pacientes se clasificaron en dos grupos de acuerdo con el IMC; <25 Kg/m?
(normopeso); >25 Kg/m? (sobrepeso u obesidad). Las concentraciones intraeritrocitarias
de MTX-PG3 presentaron diferencias significativas a las 24 semanas con una mediana
(rango intercuartilico) de 28 (17.95-45.15) nM y 10.35 (5.22-30.88) nM para el grupo de
normopeso y sobrepeso u obesidad, respectivamente (p=0.02) (Figura 7.9). De esta
manera, se identific6 al indice de masa corporal (IMC) como uno de los principales
factores antropométricos que afectan las concentraciones intraeritrocitarias de MTX-PG3.
Takahashi y cols., (2017) también encontraron un efecto del IMC sobre el total de las
concentraciones de MTX-PGn a las 12 y 24 semanas (p=0.006 y p=0.002),

respectivamente?.

Se ha descrito una relacion entre el IMC y los niveles de globulos rojos en poblacion
adulta.®”, e inclusive se ha asociado a la obesidad con concentraciones elevadas de
folato en glébulos rojos ©8 %9, Con base a lo anterior, las bajas concentraciones de MTX-
PG3 identificadas en los pacientes con sobrepeso u obesidad de este estudio, tendrian
explicacién con la cuenta de glébulos rojos. Dado que el MTX ingresa a los eritrocitos, una
vez en el espacio intracelular, el aumento de folato podria causar un efecto de

desplazamiento lo que reduciria la formacion de MTX-PGn ©9),

Otros factores pueden afectar las concentraciones intraeritrocitarias de MTX-PGn. A
través de un andlisis univariado, Stamp y cols., (2009) encontraron que la edad, la funcién
renal y la dosis del farmaco estan asociados con la variabilidad en las concentraciones

intraeritrocitarias de MTX-PGn. (9
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Figura 7.9 Concentraciones intraeritrocitarias de MTX-PG3 (nM) vs tiempo (semanas), de

acuerdo con el IMC. Los datos se muestran como mediana y rango intercuartilico.

7.9 Remision de la enfermedad.

El principal objetivo del tratamiento para la AR es lograr la remisién de la enfermedad, por
lo cual, la mayoria de las guias clinicas para el tratamiento de la AR, establecen un
puntaje DAS28<2.6 como un estado de remision © 3. Sin embargo, se ha descrito que la
diferencia del DAS28 inicial con respecto al valor a las 12 y 24 semanas en tratamiento

menor a 1.2 (ADAS28>1.2) es considerada un punto de corte mas estricto @7,

En el presente estudio, a las 6 semanas del tratamiento, 8.8% de los pacientes en
temporalidad cotidiana y 8.5% pacientes en temporalidad semanal lograron ADAS28>1.2,
con una concentracién intraeritrocitaria promedio de MTX-PG3 de 6.0 y 8.45 nM,
respectivamente. Después de 12 semanas, 38.24% pacientes en temporalidad cotidiana y
29.17% de pacientes en temporalidad semanal consiguieron un ADAS28>1.2 con
respecto al valor inicial, con concentraciones promedio de MTX-PG3 de 11.27 y 13.81 nM.
Finalmente, a las 24 semanas 29.03% de pacientes en temporalidad cotidiana y 23.53%
en temporalidad semanal lograron la disminucion de ADAS28>1.2, con concentraciones

intraeritrocitarias promedio de MRX-PG3 de 22.81 y 27.08 nM, respectivamente.

Murosaki y cols., (2016) examinaron la posibilidad de predecir una respuesta clinica a las
24 semanas empleando un punto de corte de >30.82 nM para lograr una disminucion del
ADAS28>1.2 @9, Por lo anterior, se evalué la eficacia del MTX a las 24 semanas por cada

temporalidad de dosis, considerando el criterio anterior a las 12 semanas. Sin embargo,
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en nuestro estudio no se observd una asociacion entre la remision de la enfermedad a las
24 semanas y las concentraciones intraeritrocitarias de MTX-PG3 >30.82 nM (p=0.702),

tal como se muestra en la Figura 7.10.

40-
[MTX-PG3] < 30.82 nM [MTX-PG3] > 30.82 nM
30+
&3 Cotidiano
= Semanal
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<
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Figura 7.10 Evolucién clinica con base a la diferencia del DAS28 por temporalidad del
tratamiento con MTX después de 12 semanas en pacientes con AR.

Por otra parte, se evalud la remision de la enfermedad a las 24 semanas. En los pacientes
gue lograron una disminucion del puntaje de DAS28 <2.6 la concentracion de MTX-PG3
fue 27.34 £ 25.90 nM, mientras que para los pacientes que no lograron la remisién con un
puntaje de DAS28 >2.6 fue de 13.62 + 11.13 nM.

A través del conjunto de todos los resultados del presente trabajo, se demostré que tanto
el tratamiento cotidiano como el semanal con MTX en pacientes con AR de recién
diagndstico, ofrecieron la misma eficacia clinica y desarrollo de eventos adversos; asi
mismo, la produccion eritrocitaria del metabolito MTX-PG3 no difiri6 entre ambos

esquemas de dosificacion (Tabla 7.7).

Tabla 7.7 Resultados generales

Variable p*
Articulaciones inflamadas 0.950
Articulaciones dolorosas 0.731
EVA 0.244
VSG (mm/h) 0.823
Leucocitos (células/uL) 0.784
MTX-PG3 (nM) 0.941
Eventos adversos* 0.387

Andlisis estadistico empleado: ANOVA de dos vias, *prueba de X?
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LIMITACIONES Y PERSPECTIVAS

Se consiguieron los objetivos del estudio al comprobar que los resultados con la dosis
semanal y cotidiana no difieren significativamente entre si. Sin embargo, se considera que
fue limitado el numero de pacientes en temporalidad semanal que completé su
participacion en el protocolo. Por otro lado, no fue posible establecer una asociacion entre
los niveles eritrocitarios de MTX-PG5 y la presencia de eventos adversos con la evolucion
clinica de la enfermedad, esto Ultimo debido a las limitaciones de la técnica analitica

implementada para cuantificar este metabolito.

Para futuras investigaciones sobre el tema, se sugiere incluir el estudio de los
polimorfismos en los genes que codifican las enzimas y proteinas transportadoras de
MTX, las cuales pueden ser un factor que modifique las concentraciones intraeritrocitarias
de los MTX-PGs.
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8. CONCLUSIONES

Bajo las condiciones clinicas y experimentales realizadas en el presente estudio, la
eficacia clinica durante los primeros 6 meses de tratamiento en pacientes con recién
diagndstico AR es similar al administrar MTX bajo el esquema de dosificacion cotidiano o

semanal.

Los resultados sugieren que el esquema de dosificacion cotidiano facilita el apego al
tratamiento con MTX al aumentar la frecuencia de la administracion sin modificar la dosis
total por semana, aspecto que podria contribuir a la disminucién de los errores de

medicacion asociados a la administracion semanal de este farmaco.

Las concentraciones intraeritrocitarias de MTX-PG3 presentaron amplia variabilidad
interindividual independientemente del tipo de dosificacién. No se encontraron diferencias
significativas entre dichas concentraciones con ambos tratamientos, pero se observd
mayor fluctuacion en los niveles obtenidos con el esquema de dosificacién semanal, lo
que podria estar relacionado con la aparicibn de eventos adversos que conduce a los

pacientes al abandono del tratamiento.

Los resultados de este estudio contribuirdn a optimizar las pautas de dosificacion que
faciliten la adherencia al tratamiento para lograr una adecuada remision de la AR en los

pacientes que reciben MTX con menor frecuencia de eventos adversos.
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ANEXO Il

CRITERIOS DE CLASIFICACION DE ARTRITIS REUMATOIDE

Conjunto de variables y puntuacion de cada una de las variables para el cdmputo global.
Un paciente serd clasificado de AR si la suma total es igual o superior a 6.

Afectacion atricular Puntaje
1 articulacion grande afectada 0
2- 10 articulaciones grandes afectadas 1
1-3 articulaciones pequeias afectadas 2
4- 10 articulaciones pequenas afectadas 3
> 10 articulaciones pequenas afectadas 5
Serologia

FR y ACPA negativos 0
FR y/o ACPA positivos bajos (< 3 VN) 2
FR y/o ACPA positivos altos (>3 VN) 3
Reactantes de fase aguda

VSG y PCR normales 0
VSG y/o PCR elevadas 1
Duracién

<6 semanas 0
6 semanas 1

*ACPA: Anticuerpos contra péptidos citrulinados; FR: Factor reumatoide; PCR: Proteina C

reactiva; VN: Valor normal; VSG: Velocidad de sedimentacién globular.
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