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Efectos de la terapia con rituximab sobre las citocinas y quimiocinas circulantes de los
pacientes con Artritis Reumatoide

1. Resumen

La Artritis Reumatoide (AR) es una de las enfermedades autoinmunes mas frecuentes
caracterizada por provocar inflamacién cronica en las articulaciones que puede progresar a la
destruccion 6sea. Pese a que fisiopatologia de la AR auln no es clara, la evidencia disponible ha
demostrado la implicacion de las células T y las células B en el desarrollo, establecimiento y
perpetuacion de la enfermedad. Singularmente, el rituximab (RTX), un farmaco que actda por
medio de la deplecién de las células B CD20+, ha contribuido a esclarecer la participacion de las
células B en la AR, suscitando un interés especial sobre las mismas.

Las células B pueden contribuir a la autoinmunidad de manera dependiente de la produccién de
los anticuerpos, ya que se ha mostrado que luego de la terapia con RTX se puede mejorar el
curso de la AR al reducir los niveles de autoanticuerpos patégenos, sin embargo, se demostrd
gue la reduccion de los autoanticuerpos no siempre se correlaciona con la eficacia del tratamiento
con RTX, lo que implica que la mejora de la enfermedad después de la terapia de deplecion de
células B (TDCB) supone ademas la eliminacién de funciones patogénicas independientes de
anticuerpos de las células B. Tales funciones pueden tratarse de su actuacién como células
presentadoras de antigeno (CPA) eficaces para las células T y células productoras de citocinas
y quimiocinas. En esta monografia se analizé este Gltimo mecanismo con base a la evidencia
reportada en la literatura cientifica de los efectos de la terapia con RTX sobre la citocinas y
guimiocinas circulantes en pacientes con artritis reumatoide. Adicionalmente, se discutieron las
posibles citocinas y quimiocinas candidatas a ser marcadores predictivos de la respuesta al
rituximab o marcadores de actividad de la enfermedad tras el tratamiento

Los articulos cientificos evaluados mostraron que la mayoria de las citocinas proinflamatorias y
con funciones duales, es decir, con funciones tanto pro como anti-inflamatorias, disminuyeron
sus niveles en circulacion luego de la terapia con RTX, a excepcion de la IL-8, CCL19, MCP-1y
EGF, cuyas concentraciones no cambiaron o fueron contradictorias a lo largo de los estudios
revisados. Curiosamente, la IL-10, una citocina clasicamente descrita como antiinflamatoria,
también disminuyd. De esta forma se realizé un acercamiento a entender la contribucion de las
células B productoras de citocinas y quimiocinas en la fisiopatologia de la enfermedad. La IL-10
y la IL-6 presentaron resultados consistentes y pueden posiblemente ser considerados a futuro
como potenciales marcadores predictivos del tratamiento con rituximab.



2. Introduccion

La Artritis Reumatoide es un trastorno autoinmune crénico caracterizado por una inflamacién de
las articulaciones que provoca dafios en los cartilagos y los huesos y, si no se trata, puede
provocar malestar, discapacidad y reduccién de la esperanza de vida del paciente (1). La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) informa una afectacion por esta enfermedad de
aproximadamente el 1% de la poblaciéon en todo el mundo y se asocia con una morbilidad y
mortalidad importantes (2). La inflamacion crénica representada en la membrana sinovial de la
AR se debe a la generacion de células By células T autorreactivas y la liberacién de una variedad
de mediadores, que incluyen quimiocinas, citocinas, metaloproteinasas de matriz (MMP), factores
de crecimiento y autoanticuerpos, lo que provoca la activacion continua de los sistemas
inmunitarios innato y adaptativo (3).

El rituximab es un medicamento aprobado para pacientes con AR que no responden
adecuadamente a los farmacos antirreumaticos modificadores de la enfermedad. Actla por
medio de la deplecidn de las células B CD20 + y su uso ha permitido demostrar la participacion
de las células B en la fisiopatologia de la AR (4). En este trabajo se contribuye al entendimiento
de la participacion de estas células en la enfermedad al revisar en la literatura cientifica el impacto
gue el tratamiento con RTX tiene en las citocinas y quimiocinas circulantes de pacientes con AR.
Ademas se discuten a las citocinas y quimiocinas circulantes como potenciales marcadores
predictivos de la eficacia de dicha respuesta y de la actividad de la enfermedad.



3. Justificacion y planteamiento del problema

La AR es una enfermedad inflamatoria, cronica, autoinmune y sistémica, originada por la
interaccion de multiples factores de caracter genético y ambiental, que afecta aproximadamente
entre el 0,5y el 1% de la poblacién mundial y se relaciona con importantes tasas de morbilidad
y mortalidad (2). Se caracteriza por un deterioro progresivo e incapacitante de las articulaciones
cuyas manifestaciones son diversas incluyendo tumefaccion y dolor articular, rigidez matutina,
fatiga y reduccién de la movilidad, las cuales afectan la funcionalidad fisica y social del individuo,
incrementan el estrés psicoldgico y las incapacidades laborales, lo que en conjunto deteriora la
calidad de vida (5). Como consecuencia de esto, se ha reportado que en los 10 primeros afios
de la enfermedad, la AR genera una pérdida completa del empleo en el 50% de las personas que
la padecen e incluso este porcentaje puede llegar a ser del 59% (6). Adicionalmente, se ha
demostrado que la enfermedad tiene una importante repercusion econdmica y provoca un
considerable consumo de recursos sanitarios y sociales. Por lo anterior, el impacto de la
enfermedad no solo se refleja en el individuo que la padece, sino también conlleva repercusiones
a nivel colectivo, por tal razén se considera un problema importante de salud publica (7).

Aunque se han visto implicados varios inmunomoduladores y vias de sefializacion en el desarrollo
de la AR, el mecanismo fisiopatoldgico de la enfermedad es heterogéneo y no se ha dilucidado
completamente. Se sabe que la participacion de las células T, las células B y la interaccion directa
de ciertas citocinas proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral a (TNF-a), la interleucina
(IL) -6, IL-10, IL-8 e IL-17 desempefian un papel clave en la fisiopatologia de la AR (8). Las células
B pueden contribuir a la autoinmunidad de manera dependiente de los anticuerpos y también
independiente de estos, actuando como células presentadoras de antigeno (CPA) para las
células T y células productoras de citocinas y quimiocinas. En este Ultimo mecanismo las células
B pueden facilitar la enfermedad al desequilibrar la red de citocinas y quimiocinas. La contribucién
patogénica de las células B en la AR fue demostrada cuando se utilizé el anticuerpo quimérico
anti-CD20 rituximab para agotar las células B en pacientes con esta enfermedad, lo cual condujo
a una mejora considerable de los sintomas (4).

Si bien se han investigado los efectos del rituximab sobre diferentes mediadores inmunes
involucrados en la fisiopatologia de la AR, como los anticuerpos (9,10), recientemente no se ha
realizado una revision, analisis y discusion del panorama de las consecuencias de la terapia con
rituximab sobre las citocinas y quimiocinas en circulacién de los pacientes con AR, ademas de
las implicaciones clinicas y fisiopatoldgicas de estos resultados, teniendo a las células B
participando, ademés de otras células del sistema inmune, como productoras de dichos
mediadores inmunolégicos (4). Por esta razén, en esta monografia se realiz6 una revision
sistemética de articulos de investigacion donde se evaluaron los niveles séricos de citocinas y
guimiocinas antes y después de la terapia con RTX en los individuos con AR con el fin de analizar
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posibles marcadores predictores de efectividad del tratamiento con RTX y contribuir al
entendimiento del papel de las células B productoras de citocinas y quimiocinas en la
fisiopatologia de la enfermedad.
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4. Marco tedrico de referentes conceptuales

4.1 Generalidades de la Artritis Reumatoide

La AR es una enfermedad inflamatoria crénica inmunomediada que afecta principalmente las
articulaciones, cuya patologia es compleja e involucra factores ambientales que desencadenan
la enfermedad en individuos genéticamente susceptibles. Se caracteriza por la inflamacion
crénica de la membrana sinovial que genera la destruccion progresiva del cartilago seguido del
tejido 6seo, asi como manifestaciones extraarticulares que involucran mdltiples sistemas de
organos adicionales, incluidos el pulmonar, cardiovascular,1

ocular y cutdneo (8). Los pacientes con AR experimentan afectacion de la funcién fisica del
cuerpo ya que la enfermedad conduce a déficits musculoesqueléticos, acompafiados de dolor
como su principal sintoma, que persiste con frecuencia incluso después de controlar la
enfermedad, lo que dificulta la calidad de vida de los afectados (1).

4.2 Epidemiologia

A nivel epidemioldgico esta enfermedad presenta una extensa distribucion geogréfica y una
prevalencia estimada entre 0,5 y el 1% de la poblaciéon adulta mundial, variando ampliamente
segun factores como la raza, la etnia y condiciones ambientales y, como en la mayoria de las
otras enfermedades autoinmunes, ademas, la AR es mas comun entre las mujeres que entre los
hombres en una proporcion de 2-3 a 1. La méxima incidencia de la AR ha sido observada en
personas con edades comprendidas entre los 65 y los 74 afos (2). En Colombia la prevalencia
en mayores de 18 afios es del 0,52%, de los cuales el 80,7% son mujeres, para una relacion
mujer: hombre de 4,2: 1, con una mayor prevalencia (1,97%) en el grupo etario de 70 a 74 afios.
El mayor nimero de casos de pacientes con AR se sitiian en Bogota D.C. y el departamento de
Antioquia (11).

4.3 Factores de riesgo

Aun cuando la etiologia de la AR es desconocida, varios factores de riesgo se han visto envueltos
en el desarrollo de la enfermedad, incluyendo factores genéticos, epigenéticos, ambientales y
hormonales.

- Genéticos: los factores genéticos tienen una contribucion sustancial a la AR. Se ha estimado
gue su heredabilidad general (una medida cuantitativa de la cantidad de variacion en la
susceptibilidad a la enfermedad que puede explicarse por factores genéticos) alcanza 60%, sin
embargo, la concordancia de la enfermedad es solo del 15% en gemelos idénticos lo que indica
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gue los factores no codificadores, tales como los ambientales, juegan un papel importante en la
susceptibilidad (12).

Los estudios genéticos han sugerido mas de 100 polimorfismos genéticos que estan asociados
con el desarrollo de AR. En particular, la magnitud de la mayoria de cada una de estas
asociaciones es relativamente débil. La asociacion genética mas fuerte se encuentra en el locus
especifico del antigeno leucocitario humano de clase Il (HLA (siglas en inglés)), también conocido
como el Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH)), cuyos genes codifican moléculas del
CMH que pueden contener el “epitopo compartido”. Este ultimo es un motivo de aminoacidos
especifico comunmente codificado por algunos alelos del locus relacionado con el antigeno D
(DR) de HLA, especialmente HLA-DRB1*01 y HLA-DRB1*04, que estan significativamente
asociados con el riesgo de desarrollar AR (1).

- Epigenéticos: estudios demuestran que la epigenética esta significativamente involucrada en
la patogénesis de la AR, especialmente la metilacién del ADN y la modificacion de histonas. Estos
reguladores epigenéticos proporcionan un mecanismo a través del cual los factores genéticos y
ambientales se conectan para contribuir a la susceptibilidad y patogenia de esta enfermedad (13).
Se ha confirmado hipometilacion global del ADN en células T y monocitos de pacientes con AR,
asi como alteraciones en el la metilacion del ADN del genoma de las células B y los fibroblastos
sinoviales (FS), relacionadas con las vias reguladoras involucradas en la patogénesis de la
AR(14). Asimismo, la histona H3 trimetilada en lisina 4 (H3K4me3) en los FS se asocia con la
apertura de cromatina activada por artritis, lo que hace que los promotores de genes patdégenos
sean altamente activos para impulsar la transcripcion(15). Por consiguiente, el estudio de marcas
epigenéticas propone nuevos biomarcadores prometedores y dianas farmacoldgicas para el
tratamiento personalizado de los afectados por esta patologia autoinmune

(23).

- Sexo: la AR es tres veces mas comun en las mujeres que en los hombres, lo que sugiere que
el sexo puede desempefiar un papel importante en la modificacion de las asociaciones genéticas
con la AR (16). Las posibles razones de esta disparidad sexual en esta enfermedad pueden
deberse a factores genéticos y cambios hormonales, como la participacion de los estrégenos, no
obstante, el estudio de los factores hormonales femeninos es un desafio porque varian a lo largo
de la vida de una mujer e interactan con factores ambientales, genéticos y otros factores
endocrinos que afectan el sistema inmunoldgico(1). Aun asi, se han asociado los factores
relacionados con la disminucién de la funcion ovarica y la biodisponibilidad de los estrogenos al
desarrollo de la AR, influyendo diferencialmente en mujeres premenopausicas Yy
posmenopausicas (17).
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- Fumar: numerosos estudios han establecido una relacion clara entre el tabaquismo y la
aparicion de AR. Se ha demostrado que fumar por si mismo puede inducir la citrulinacion de las
proteinas expuestas en el pulmén, en individuos con al menos una copia del epitopo compartido,
generando una ruptura inicial de la tolerancia que conlleva a desarrollar autoanticuerpos contra
estas proteinas citrulinadas (9). Ademas, el tabaquismo se asocia con un aumento de los niveles
de citocinas proinflamatorias y una mayor actividad de la enfermedad de AR. En general, el
aumento del riesgo asociado con fumar podria estar mediado por modificaciones epigenéticas,
ya que fumar se asocio significativamente con cambios generalizados a escala del genoma en la
metilacién del ADN (18).

- Inhalacién de polvo de silice: diversos estudios indican una asociacion significativa entre la
exposicion a la silice y el riesgo de desarrollar AR (19,20). Sin embargo, el mecanismo exacto de

la silice que puede conducir al desarrollo de esta patologia no estéa claro. El posible mecanismo
sugerido por varios estudios es la estimulacién del sistema inmunolégico ya que la silice es una
toxina selectiva para los macréfagos que se une a su membrana celular y causa alteraciones en
la regulacién inmunitaria de los linfocitos T y los macréfagos y puede conducir a la secrecién de
factores inflamatorios que son responsables de estimular la sintesis de ADN en las células
sinoviales. Asimismo, se ha demostrado que la exposicion combinada a fumar cigarrillo y la silice
esta asociada con una forma mas grave de artritis reumatoide (21).

- Microbioma: las superficies mucosas, incluidos los microbiomas orales, intestinales y
pulmonares, pueden desempefiar un papel importante en el inicio y la perpetuacion de la
inflamacién (22). Incluso estos microbiomas pueden estar actuando en conjunto creando un
efecto multiplicativo sistémico (23). Se ha identificado disbiosis y disminucion de la diversidad
bacteriana general del microbioma intestinal en pacientes con AR, siendo de particular interés la
expansién de Prevotella copri (24,25). Bacterias especificas dentro de la mucosa oral,
Porphyromonas gingivalis y Aggregatibacter actinomycetemcomitans, se han asociado con la
patogénesis de la AR a través de mecanismos de produccion de proteinas citrulinadas (23).

4.4 Fisiopatologia

El desarrollo de la AR es un proceso de casi toda la vida, en el que los individuos genéticamente
predispuestos pierden la tolerancia a si mismos y comienzan a producir autoanticuerpos.
Principalmente se ha reportado que los factores ambientales, epigenéticos y genéticos pueden
influir en el proceso de citrulinacion, en donde la induccion de la peptidil arginina deaminasa dirige
la conversion postraduccional del amino&cido arginina en citrulina, afectando potencialmente a
sitios de proteinas que no se habrian convertido en citrulinadas en condiciones saludables y, por
lo tanto, genera neoepitopos en moléculas anormalmente hipercitrulinadas(26). Estos
neoepitopos se unen a los heterodimeros de las proteinas del CMH, especialmente a los que
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contienen el "epitopo compartido”, lo que lleva a la presentacion de antigenos a las células T,
gue a su vez estimulan a las células B a sintetizar un gama de anticuerpos que reconocen
autoantigenos, incluyendo ACPA (anticuerpos anti-proteinas citrulinadas; dirigidos a proteinas
citrulinadas) y FR (factor reumatoideo; dirigidos a IgG), aunque este Ultimo es una consecuencia
general de la activacion inmune en el contexto de la formaciéon de complejos inmunes(27). De
igual manera, estos autoanticuerpos aparecen afios o décadas antes de la enfermedad articular
evidente e incluso pueden nunca aparecer; de alli que la AR se subdivida en dos categorias
principales: AR seropositiva y seronegativa (1,10). Sin embargo, la etiologia de la enfermedad
seronegativa y sus etapas de desarrollo todavia est4 poco estudiada y menos entendida (8).

Tipicamente, se necesita hasta la sexta década de la vida antes de que un segundo defecto de
tolerancia, la ruptura de la tolerancia tisular permita la entrada de células inmunitarias innatas y
adaptativas en el espacio del tejido sinovial. Este punto de la enfermedad probablemente se
alcanza debido a la remodelacion del sistema inmunoldgico de por vida, ademas de permitir
deficiencias estructurales en el entorno sinovial. Estudios han identificado macrofagos sinoviales
autorrenovables residentes en los tejidos que constituyen una barrera protectora articular. La
pérdida de estos macréfagos sinoviales endégenos es un elemento critico para exponer la
membrana sinovial a la inmunidad patégena (28). En este punto se desarrolla una inflamacién
sinovial basada en la infiltracion de células mononucleares, dominada por células TCD4+ vy
macrofagos, junto con una activacion temprana de las células del estroma, conduciendo el
establecimiento de la AR (1).

Durante la inflamacién sinovial el revestimiento intimo de la membrana sinovial se expande
enormemente debido al aumento y la activacion de ambos tipos de sinoviocitos (sinoviocitos
similares a fibroblastos (FLS) y sinoviocitos similares a macréfagos), productores de una gran
variedad de citocinas proinflamatorias como la IL-1, IL-6, IL-8 y el TNF que de forma paracrina o
autocrina pueden potenciar y perpetuar la inflamacion. Los FLS también producen grandes
cantidades de metaloproteinasas de matriz y mediadores de moléculas pequefias como
prostaglandinas y leucotrienos, ademas asumen un fenotipo invasivo que es responsable del
dafio del cartilago y que potencialmente puede migrar de una articulacién a otra para propagar
la enfermedad. Igualmente, la infiltracion de células inmunitarias adaptativas, principalmente
células T de memoria CD4+, pueden infiltrarse de manera difusa en el tejido y formar centros
germinales ectopicos en los que proliferan las células B maduras que se diferencian y producen
anticuerpos (1,8). A continuacion, se lleva a cabo la transicion de la inflamacion sinovial aguda a
la inflamacion sinovial crénica y un proceso de remodelacion tisular desadaptativo impulsado en
gran medida por las células estromales del entorno del tejido sinovial. La excesiva destruccion
de la matriz del cartilago, seguida de la erosion y destruccién ésea por parte de la excesiva
activacion y maduracion de los osteoclastos, finalmente puede resultar en dafio articular severo
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(28).
4.4.1 Papel de las células B en lafisiopatologia de la AR

Diferentes tipos de células desempefian importantes funciones patégenas en la AR, sin embargo,
los macréfagos y las células T dominaron la escena durante décadas, ya que, aunque se haya
dado el atractivo descubrimiento del FR, a falta de especificidad de este anticuerpo para la AR
desvié la atencién de las células B. No obstante, a raiz de la terapia de deplecién de células B
con el anticuerpo quimérico anti-CD20 Rituximab, se demostrd un papel potencial de las células
B (autorreactivas) en la patogenia de la enfermedad (4).

En individuos sanos la mayoria de las células B autorreactivas se eliminan por seleccién negativa
a través de puntos de control centrales y periféricos (29) La delecion clonal y la edicién de
receptores como puntos de control centrales principales eliminan la mayoria de estos clones de
células B autorreactivas (30). Las células B que emergen a la periferia tienen que superar puntos
de control adicionales que incluyen la exclusién folicular de las células B, la presentacion de
antigenos por las células dendriticas foliculares, la coestimulacién, por ejemplo, de antigenos
recubiertos del complemento C3d y la ayuda de las células T. En la AR tanto los puntos de control
de tolerancia de células B centrales como periféricos a menudo fallan o son eludidos por las
células B autorreactivas, resultando en la acumulacién de un gran nimero de estas células en la
sangre, lo que puede promover la autoinmunidad a través de la presentacién de autoantigeno a
las células T (31-33).Las células B pueden contribuir a la AR de manera dependiente de
anticuerpos, ya que luego del BCDT con RTX se mejora el curso de la AR al reducir los niveles
de autoanticuerpos patdgenos, evidenciandose que los pacientes con AR seropositiva muestran
un beneficio mas sustancial del BCDT con RTX que los pacientes seronegativos (34,35).
Adicionalmente los pacientes con AR que muestran una mejoria de la enfermedad después del
tratamiento con RTX a menudo muestran una reduccién en los niveles de autoanticuerpos (36).
Sin embargo, la reducciéon de autoanticuerpos no siempre se correlaciona con la eficacia del
tratamiento, por tanto, se ha descrito que las células B pueden contribuir a la inmunidad de
manera independiente de los anticuerpos actuando como CPA eficaces para estimular las células
T y permitir el desarrollo 6ptimo de la memoria en la poblacién de células T CD4+ y actuando
como secretoras de citocinas (37). La alteracion del equilibrio entre las citocinas pro y
antiinflamatorias juega un papel importante en el progreso patolégico tipico de la AR, donde la
produccion de citocinas se ve alterada hacia un escenario anormalmente proinflamatorio (9).

Por otro lado, las células B reguladoras (Breg) hacen parte del conjunto de células B con
propiedades inmunorreguladoras por medio de la capacidad de sintesis de IL-10, factor de
crecimiento transformante beta (TGF-f) e IL-35, la de reduccion la secrecion de interferon gamma
(IFN-y), TNF-a e IL-17 por parte de linfocitos T CD4+, y la induccién de los marcadores IL-10 y
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Foxp3 asociados con células T reguladoras (Treg), los cuales tienen un papel protector en el
contexto de la autoinmunidad (38).

Estudios demostraron que las Breg tienen la capacidad de regular las manifestaciones
autoinmunes en diferentes modelos murinos principalmente mediante la produccion de IL-10 (39).
Se han identificado diferentes subconjuntos de Breg en humanos: CD19+ CD25+ CD71 alto,
CD19+ CD24 alto CD38 alto, CD19+ CD24 alto CD27+. En los pacientes con AR con enfermedad
activa se ha observado un nimero menor de células Breg CD19 + CD24 alto CD38 alto que en
individuos sanos, demostrando una pérdida de la regulacion de la inflamacién en esta patologia
(40).

4.4.2 Papel de las citocinas y quimiocinas en la fisiopatologia de la AR

Las citocinas son un grupo diverso de polipéptidos secretados por leucocitos y otras células, que
juegan un papel fundamental en el control del desarrollo y las funciones de una variedad de
células inmunolégicas y no inmunoldgicas. Dentro del grupo de las citocinas se incluyen las
interleucinas, los factores de necrosis tumoral, los interferones, los factores estimuladores de
colonias y las quimiocinas.

En general, las citocinas cumplen una amplia gama de funciones en el sistema inmune innato y
adaptativo, donde regulan la activacion e inhibicion de la respuesta inmune. Las citocinas pueden
actuar a través de mecanismos autocrinos (sobre la propia célula), paracrinos (sobre una célula
vecina), yuxtacrinos (implicando interacciones intercelulares) o retrocrinos (a través de formas
solubles de ciertos receptores de membrana). En cualquier caso, la actuacion bioldgica de las
citocinas se produce a través de su interaccién con receptores de membrana especificos que
desencadenan una cascada de reacciones bioquimicas en el interior de la célula diana que
determina su accién biolégica (41).

Cualesquiera que sean los eventos gque predisponen a la autoinmunidad asociada a la AR, asi
como a los procesos inmunes adaptativos que median la iniciacion de la inflamacion asociada a
esta enfermedad, las citocinas y quimiocinas son los mediadores comunes finales que inducen
inflamacién sinovial y extraarticular y, en Gltima instancia, dafio y destruccién de los 6rganos. Por
consiguiente, las citocinas regulan una amplia gama de procesos inflamatorios que estan
crucialmente implicados en la patogénesis de la AR, conociéndose que un desequilibrio entre la
actividad de las citocinas pro y antiinflamatorias favorece la induccion de autoinmunidad,
inflamacién cronica y, por lo tanto, las manifestaciones clinicas que se mencionan adelante (1,3).
Entre las principales citocinas comprendidas en la AR se destacan: interleucina IL-6, IL-8, IL-10,
IL-1B, TNF-a.

17



4.5 Manifestaciones clinicas

- Manifestaciones articulares: La tumefaccion blanda de la articulacion sinovial es la

caracteristica clinica clave de la AR y suele ir acompafiada de rigidez simétrica matutina,
hinchazoén y dolor a la palpacién. La AR temprana se caracteriza por una inflamacion leve, apenas
perceptible, de las segundas y terceras articulaciones metacarpofalangicas en ambas manos y
varias articulaciones interfalangicas proximales. En la AR establecida se pueden presentar
diversas deformidades, incluida la subluxacion (es decir, una dislocacion parcial o incompleta de
la articulacion) en las articulaciones metacarpofalangicas, deformidades en cuello de cisne de
varios dedos, que se ven mas prominentes en el dedo mefiique y una deformidad en Z del pulgar
en la mano derecha. En la AR tardia y grave es comun encontrar afectacion mutilante de las
articulaciones del tobillo y del pie, dafios graves que incluyen erosiones y estrechamiento del
espacio articular que corresponde a la pérdida de cartilago (1).

- Manifestaciones extraarticulares: los mediadores inflamatorios, que incluyen citocinas,

complejos inmunes y metabolismo lipidico alterado, circulan para promover varias afecciones
coexistentes en pacientes con artritis reumatoide. Se incluyen afecciones cardiacas (enfermedad
cardiovascular), en el cerebro (fatiga y funcién cognitiva reducida), en el higado (aumento de la
respuesta de la fase aguda y anemia de enfermedad croénica), en los pulmones (enfermedad
inflamatoria y fibrética), en las glandulas exocrinas (sindrome de Sjogren secundario), en los
musculos (sarcopenia) y en los huesos (osteoporosis) (42).

4.6 Diagnéstico clinico y escalas de medicion de la actividad de la enfermedad

El diagndstico de la AR es un proceso altamente individualizado dirigido por el reumatélogo, se
requiere de un conjunto de criterios clinicos y no existe un marcador especifico. En 2010, el
American College of Rheumatology (ACR) y la European League Against Rheumatism (EULAR)
establecieron los criterios mas actuales que incluyen manifestaciones clinicas (explicadas
anteriormente) y ensayos seroldgicos (niveles de autoanticuerpos y reactivos de fase aguda), sin
embargo, son criterios de clasificacion y no de diagndstico que ademas permiten diferenciar la
AR de otras enfermedades reumaticas (43). También es fundamental evaluar la actividad de la
enfermedad ya que permite la toma de decisiones terapéuticas y el establecimiento del pronéstico
en pacientes; entre los instrumentos validados para esta evaluacion se destacan el Health
Assessment Questionnaire-Disability Index (HAQ-DI) de Stanford, las puntuaciones ACR20-50-
70, el indice simplificado de actividad de la enfermedad (SDAI, Simplified Disease Activity Index)
y el indice combinado de actividad de enfermedad (DAS/DAS28, Disease Activity Score). El
DAS/DAS28 es considerado el indice de referencia y se usa mayoritariamente en ensayos
clinicos y diversas guias clinicas, siendo adicionalmente necesario para aplicar los criterios de
mejoria 0 respuesta de la EULAR. Para realizar el calculo del indice de actividad de la
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enfermedad el DAS28 tiene en cuenta 28 articulaciones y existen modificaciones como el DAS28-
PCR que utiliza los niveles de proteina C reactiva, y el DAS28-VSG que utiliza la velocidad de
sedimentacion globular (VSG) (44).

4.7 Tratamiento

El objetivo general del tratamiento para la AR es alcanzar la remision completa o reducir
significativamente la actividad de la enfermedad en un lapso de aproximadamente 6 meses para
prevenir el dafio articular, la discapacidad y las manifestaciones sistémicas con el fin de preservar
la buena calidad de vida para el paciente. El tratamiento farmacolégico implica el uso de farmacos
antirreuméticos modificadores de la enfermedad (FARME) y también puede requerir farmacos
antiinflamatorios no esteroideos (AINE) y corticosteroides para el tratamiento a corto plazo. Los
tratamientos no farmacoldgicos incluyen una combinacién de fisioterapia, asesoramiento al
paciente sobre factores de estilo de vida y procedimientos quirdrgicos para extirpar y/o
reemplazar las articulaciones y las areas 6seas afectadas (43).

Los FARME son farmacos que se dirigen a la inflamaciéon reumatoide y, por lo tanto, previenen
un mayor dafo articular. Se subdividen en 1) FARME sintéticos convencionales (metotrexato,
hidroxicloroquina y sulfadiazina), 2) FARME sintéticos dirigidos (inhibidores de pan-JAK y JAK1
/ 2) y 3) FARME bioldgicos (inhibidores de TNF-q, inhibidores del receptor de TNF®, inhibidores
de IL-6, inhibidores de IL-6R, anticuerpos reductores de células B e inhibidores de moléculas
estimuladoras) (43). Los FARME sintéticos convencionales se consideran la terapia de primera
linea para pacientes con un diagndéstico reciente de artritis reumatoide, y el metotrexato se utiliza
como tratamiento mas comun (34).

4.7.1 Rituximab

Dentro del grupo de FARME biolégicos se encuentra el rituximab, un anticuerpo monoclonal
guimérico que agota las células B al unirse a la molécula CD20 ubicada en su superficie. Esta
indicado para pacientes con artritis reumatoide activa grave que tienen una respuesta inadecuada
o intolerancia a uno 0 mas inhibidores del TNF. Sin embargo, el rituximab también se administra
como FARME biolégico de primera linea a pacientes con contraindicaciones para los inhibidores
del TNF (45). El 5% de las células B no se ven afectadas por rituximab, incluidas las células
madre, las células pro-B, las células plasméticas diferenciadas terminalmente y los
plasmablastos, debido a que no expresan CD20 en la superficie celular. Por lo que las células B
pueden regenerarse y las células plasmaticas, en particular el subtipo de vida larga, pueden
seguir produciendo inmunoglobulina (46).
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A pesar de que CD20 se expresa fuertemente en la superficie celular de las células del linaje By
es ampliamente considerada como un marcador especifico de células B, también se expresa a
un nivel bajo en un pequefio subconjunto de células T CD3+ que representan una subpoblacion
altamente activada con una produccion de citocinas considerable pero de baja frecuencia en la
sangre periférica (47). Aun asi, el objetivo del tratamiento con rituximab se centra en la deplecion
de las células B CD20+.

En pacientes tratados, la administracion repetida de RTX reduce eficazmente las células B CD20
positivas a través de los siguientes mecanismos (figura 1.):

1) Apoptosis. La union del RTX a células B que expresan CD20 inicia vias de sefalizacion
descendentes que dan como resultado apoptosis.

2) Citotoxicidad dependiente del complemento. EI RTX se une al antigeno CD20 en la superficie
de las células B, C1q se une a la regién Fc del RTX, iniciando la via clasica del complemento, lo
gue provoca la activacion del complejo de ataque a la membrana. La estructura del complejo
funciona como un canal que permite la entrada de agua y de iones, lo que resulta en una
inflamacién coloide-osmdtica letal.

3) Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos. Los receptores FCy en las células NK
reconocen la unién de rituximab a las células B e inducen la degranulacion celular, o que da
como resultado la liberacion de moléculas liticas como la perforina y la granzima B, y la posterior
lisis.

4) Fagocitosis celular dependiente de anticuerpos. El conjunto de receptores FCy de
macro6fagos reconoce la unién del RTX-CD20, iniciando las vias de sefializacion que conducen a
la fagocitosis de células B (4).
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Figura 1. Mecanismos de reduccion de las células B por accion del rituximab
Fuente: Modificado de BioRender, Daniela Rothschild Rodriguez

Se han indicado potenciales predictores de la deplecién completa de células B y la respuesta al
tratamiento con RTX. Los plasmablastos, células negativas para el antigeno CD20, se reponen
con células CD20 +, por lo cual, estudios han sugerido que niveles basales bajos de
plasmablastos podrian significar un posible biomarcador de la deplecién células B después del
tratamiento con rituximab (48). De igual manera, la presencia de autoanticuerpos se ha
relacionado con la prediccion de una respuesta eficaz a la terapia con RTX y la reduccion de los
niveles de autoanticuerpos en dicho tratamiento mejoran el curso de la AR (9). Los niveles altos
de interferdn tipo | se han asociado con una mala respuesta al rituximab, seguramente a su
relacion con el favorecimiento de la supervivencia de las células B patoldgicas en los érganos
linfoides (49).
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5. Objetivos
5.1 Objetivo general

Revisar los efectos de la terapia con rituximab en los pacientes con AR sobre los niveles
circulantes de las citocinas y quimiocinas producidas o no por las células B que permitan analizar
posibles biomarcadores del tratamiento con RTX y contribuyan con el entendimiento del papel de
las células B como productoras de citocinas y quimiocinas en la fisiopatologia de esta
enfermedad.

5.2 Objetivos especificos

* Revisar en las publicaciones cientificas disponibles los niveles circulantes de citocinas y
guimiocinas antes y después de la terapia con RTX en individuos con AR.

* Analizar a las citocinas y quimiocinas circulantes como posibles biomarcadores de la
terapia con RTX en pacientes con AR.

* Analizar el papel de las células B como productoras de citocinas y quimiocinas en la
fisiopatologia de la AR a la luz de los efectos de la terapia con RTX sobre las citocinas y
quimiocinas circulantes en pacientes con la enfermedad.
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6. Metodologia

6.1 Fuentes de datos

Se realiz6 una busqueda sistematica de la literatura cientifica para investigar los efectos de la
BCDT con rituximab en los niveles circulantes de citocinas y quimiocinas en pacientes con AR.
Para seleccionar los estudios relevantes, se realizé una blsqueda en las bases de datos de
PubMed, ScienceDirect (Elsevier) y el buscador integrado de la Pontificia Universidad Javeriana,
restringiendo la busqueda a investigaciones realizadas en un rango maximo de 11 afios (2009-
2021).

6.2 Estrategia de blusqueda

La busqueda electrénica se realizé utlizando la siguiente ecuacibn para PubMed:
(("rituximab”"[MeSH Terms]) AND ("arthritis, rheumatoid"[MeSH Terms]) AND ("cytokines"[MeSH
Terms] OR "chemokines"[MeSH Terms] OR "interleukins"[MeSH Terms])). Para las otras bases
de datos se utilizaron los siguientes términos clave: “rituximab”, “rheumatoid arthritis”, “cytokines”,
“‘chemokines”, “interleukins”. Los filtros que se utilizaron: lenguaje inglés-espafiol, articulos
originales, afios 2009-2021.

6.3 Criterios de inclusién y exclusion

Se incluyeron uUnicamente articulos originales en inglés con ensayos en humanos. Se
identificaron los documentos relevantes y se revisaron completamente los textos. También se
evaluaron las referencias de los estudios buscados para encontrar investigaciones con
informacion adicional. Se excluyeron los articulos de revision, los informes de caso, cartas a los

editores, resimenes de poésteres y articulos duplicados.
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7. Resultados/discusion

7.1 Identificacion y seleccion de articulos

El siguiente diagrama de flujo PRISMA (figura 2.) indica el proceso realizado para identificar y
cribar los articulos de investigacion para su inclusion en los resultados. Inicialmente la busqueda
en PubMed, ScienceDirect y el buscador integrado de la Pontificia Universidad Javeriana arrojo
365 resultados luego de eliminar los articulos duplicados. A continuacion, por el titulo y el
resumen se cribaron 56 articulos y se excluyeron 309 que no cumplieron con los criterios de
inclusion y no se consideraron de interés para el cumplimiento de los objetivos de esta revision.
Luego se obtuvieron y se examinaron los textos completos de 19 articulos. Finalmente, tras la
lectura detallada de los textos completos, se incluyeron 11 articulos que cumplieron con los
criterios de inclusion, apoyaban el cumplimiento de los objetivos de la monografia y se excluyeron

8 articulos que no cumplian con la metodologia requerida.

S PubMed ScienceDirect Buscador integrado
'2 n=181 n=318 n=329
=
2 }
2 Total | Se eliminaron los
n=365 | articulos duplicados
. 3
Seleccion por titulo y resumen Articulos excluidos
n=56 : n=309
o
< !
2 Texto completo ,| Articulos excluidos
g n=19 n=37
(17|
h 4
Articulos Articulos excluidos
incluidos —> n=8
n=11 Metodologia

Figura 2. Diagrama de flujo PRISMA para la seleccion de los articulos incluidos
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7.2 Caracteristicas de los articulos incluidos

A continuacion, en la tabla 1 se muestran las caracteristicas generales de los 11 articulos de

investigacion que se incluyeron en el presente trabajo.

Tabla 1. Caracteristicas generales de los articulos incluidos

N° Ao de Titulo del articulo Revista Objetivo Referencia

publicacion

1 2009 Protein  biochip array | Clinical and . . (50)
technology to monitor | Experimental Mo?:tc;reaf y.determlnar el pap'(:lf Qel
rituximab in rheumatoid Immunology perfil de C|tomr_1as en sangre periférica
arthritis para diferenciar entre una buena

respuesta 0 una mala respuesta al
rituximab en la AR.

2 2009 Clinical Evaluar la regulacion de la quimiocina (51)
Depletion of B | Immunology proinflamatoria IL-8 en pacientes con
lymphocytes in AR activa y su modificacién tras el
rheumatoid arthritis tratamiento con RTX
patients modifies IL-8anti-

IL-8 autoantibody network

3 2011 ) Rheumatology Estudiar el comportamiento de la (52)
giéri;lfér of B?-cell rg?:ﬁ: (Oxford) quimiocina de céIuIas_ B, CXCL13, en el
following rituximab contextp dg’ la teraPla de deplecion y
treatment and synovitis in reconstitucion de células B durante el
patients with rheumatoid tratamiento de la AR con rituximab.
arthritis

4 2012 Effects of  rituximab Biologics: Investigar_los_ efectos del tratamiento (53)
treatment on the serum | Targets and con rlt_UX|mab,_ sobr_e _ las
concentrations of vitamin | Therapy concentraciones séricas de vitamina D,

D and interleukins 2, 6, 7, IL-2, IL-6, IL-7 e IL-10 en pacientes con
and 10 in patients with artritis reumatoide
rheumatoid arthritis

5 2013 CCL19, a B  Cell| Arthritis & Investigar si los niveles séricos de (54)
Chemokine, Is Related to | Rheumatism quimiocinas involucradas en el trafico
the Decrease of Blood de células B estan correlacionados con
';/Iree?i?:g Bthece”ftlin?ggll los niveles sanguineos de células B de
Response to Rituximab in memoria o los nlv_eles_, Sericos de
Patients with Rheumatoid biomarcadores de a_ctlvacmn de cglulas
Arthritis B antes del agotamiento de las células

B y si los niveles de quimiocinas
predicen la respuesta RTX.

6 2014 Abatacept or tocilizumab | Annals of the Evaluar la eficacia y seguridad de dos (55)
after rituximab in | Rheumatic enfoques di_ri_gidos difergntes,
rheumatoid arthritis? An | Diseases abataqept o] tocnl_zumab, después del
exploratory study tratal_mlento con rltu_mmab en la AR, y

explicar la diferencia observada en la
S'.UQQEStS non-response 1o eficacia utilizando estudios sanguineos
rituximab is  associated y sinoviales de interleucina 6 (IL-6) y
with persistently high IL-6 células B en pacientes recibiendo
and  better  clinical terapia con rituximab
response to IL-6 blocking
therapy
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7 2014 _Rituxima_b-induced Immunology Examinar si el agotamiento de las (56)
interleukin-15 células B afecta el compartimento de

. redycﬂo_n_ las células T mediante el analisis de los
associated with clinical ; . .
. . cambios en los subconjuntos de células
improvement in

T después del tratamiento con
rituximab. Ademads, determinar los
niveles de citocinas implicadas en la
funcioén de las células T.

rheumatoid arthritis

8 2016 Serum IL-33, a new| Arthritis Estudiar la posible asociacion entre la (57)

marker predicting | Research &
response to rituximab in | Therapy
rheumatoid arthritis

deteccion de IL-33 en suero y la
respuesta a rituximab (RTX) en
pacientes con artritis reumatoide (AR)
en diferentes cohortes con un ensayo
de inmunoabsorcién ligado a enzimas
(ELISA) preciso.

9 2018 Serum 133 level is | Arthritis Investigar si la prediccion de la (58)
associated with | Research & respuesta terapéutica utilizando el nivel
autoantibodies but not | 1herapy de IL-33 en suero es generalizable a
with clinical response to todos los agentes biolégicos, incluidos
biologic agents in los inhibidores de TNF (TNFi) y no TNFi
rheumatoid arthritis enla AR.

10 2018 Comparison of Plasma Univgrsitas probar'lg hipétesis dg que las citocinas (59)
Cytokine levels before Medica plasméticas en pacientes con AR y
and after Treatment with poliautoinmunidad asociado a LES
Rituximab in Patients with difieren antes 'y después  del
Rheumatoid Arthritis and tratamiento con RTX.
Systemic Lupus
Erythematosus-
Associated
Polyautoimmunity

11 2020 Going Further Jo_ur_nal of !Dilgc_idar las cit_ocinas y quimic_)cinas (60)
Comprehensive Disease Clinical inhibidas por ,d_lferentes tratamlenltos
Control of Rheumatoid Rheumatology (FARME sintéticos convencionales,

FARME sintéticos biolégicos y

Arthritis, Targeting dirigidos) en la artritis reumatoide

Cytokines and
Chemokines

Consideraciones para sugerir a las citocinas o quimiocinas como potenciales
biomarcadores de la terapia con rituximab.

Para sugerir a las citocinas o quimiocinas evaluadas como posibles biomarcadores de la terapia
con rituximab se tuvo en cuenta:

1. Que los resultados respecto al cambio de la citocina o quimiocina reportados fueran
consistentes.

2. Que los resultados fueran al menos reportados en dos estudios independientes.
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3. Que la citocina 0 quimiocina se encontrara involucrada en la fisiopatologia de la artritis
reumatoide.

4. Que los valores de la citocina o quimiocina sean precisos y reproducibles.

7.3 Citocinas y quimiocinas moduladas por el RTXy producidas por las células B

- TNF-a

TNF-a es una citocina proinflamatoria reguladora de la proliferacion, supervivencia, diferenciacion
y apoptosis celular (61). Es producida principalmente por monocitos y macrofagos activados y
muchas otras células, incluidas las células B, las células T y los fibroblastos (62). Esta citocina
es una de las principales involucradas en la patogénesis de la AR, demostrandose un nivel alto

de TNF-a en el liquido sinovial y el suero de los pacientes con esta enfermedad (63).

El TNF-a disminuyé en el suero de pacientes tratados con RTX con baja actividad de la
enfermedad o remision (60). Se ha propuesto que el TNF-a promueve la diferenciacion y
activacion de los osteoclastos promotores de la AR (64,65), y por consiguiente, al eliminarse las
células B productoras de esta citocina, podria conllevar a un mejoramiento clinico. Sumado a
esto, las células B y las células T se coestimulan, conduciendo a la activacion de las células T
efectoras, y estas a su vez estimulan la produccién de citocinas proinflamatorias incluido el TNFa
por parte de monocitos, macréfagos y fibroblastos sinoviales (66). Posiblemente asociado a la
eliminacion de las células B autorreactivas, se interfiere en este proceso de activacion de las
células T efectoras, y como consecuencia disminuye el TNF-a, acompafado de la disminucién
de la actividad de la enfermedad (67). En conjunto, estos estudios evidencian la importancia de
las células B secretoras de esta citocina en el desarrollo y mantenimiento del estado inflamatorio
en la AR. Sin embargo, por las caracteristicas de la investigacion primaria, al ser un tinico ensayo
de corte transversal, no se considera suficiente evidencia para proponer al TNF-a como marcador

de actividad de la enfermedad o predictor de la respuesta clinica al RTX.

- IL-8
La IL-8 fue la primera quimiocina identificada como un factor quimiotactico de neutrofilos y es
secretada por monocitos, macrofagos, neutrofilos, células T, células B, fibroblastos,
gueratinocitos, condrocitos, células sinoviales, entre otras (68). Los niveles de IL-8 estan
elevados en el suero y el liquido sinovial de los pacientes con AR en algunos estudios; y estos

niveles estan relacionados con la gravedad de la inflamacién (69—71). En un grupo de pacientes
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con AR activa y FR positivo con una concentracion basal baja de IL-8, inesperadamente se vio
gue la concentracion sérica de IL-8 aumentd hasta 100 veces después de 8 semanas de la
administracién de RTX, a pesar de la mejoria clinica segun criterios de EULAR (51). Los autores
propusieron un posible mecanismo para este aumento, al mostrar que el tratamiento con RTX
redujo el nivel de autoanticuerpos anti-IL-8, (seguramente por la deplecién de las células B).
Ademads, sugirieron que los complejos anticuerpo- anti-IL-8/IL-8, se depositan en la membrana
del tejido sinovial pudiendo propiciar la respuesta inflamatoria. Finalmente hay que anotar que,
en este mismo estudio, la IL-8 regreso a sus niveles basales en la semana 24 después del inicio
de RTX, posiblemente reflejando la mejora de las condiciones clinicas y el establecimiento de
una nueva homeostasis en los niveles de citocinas proinflamatorias (51). Fabre et al. reportaron
disminucion en los niveles de IL-8 sérica solamente en los pacientes con AR sin mejoria clinica
a la terapia con RTX, mientras que los pacientes con mejoria clinica, a pesar de mostrar una
tendencia hacia la disminucion de la concentraciéon de esta interleucina, no resulté ser
significativa (50). De igual manera, Barahona et al no observaron diferencia significativa entre los
niveles plasmaticos de IL-8 antes y después de la TDCB en un grupo pequefio de pacientes
colombianos con AR, aunque los niveles se encontraron elevados en ambos momentos en
comparacion con los individuos sanos (59). Los resultados inconsistentes de las anteriores
investigaciones sugieren que la disminucion de la IL-8 no implica necesariamente la mejoria de
la actividad de la enfermedad, aunque se encuentre involucrada en la osteoclastogénesis. Las
fluctuaciones importantes los valores circulantes de la IL-8 a lo largo de la terapia con Rituximab
no permiten establecer a la IL-8 como un marcador de respuesta clinica al tratamiento con RTX.
Sin embargo, justifican el continuar estudiando esta citocina y particularmente las células B que

secretan a la IL-8 en esta enfermedad.

- IFN-y

El IFN-y es una citocina secretada por las células NK, células Th1, células T citotéxicas, células
B y macrofagos (72). Actlia en la activacion de macréfagos, la promocién de la actividad citotoxica
y la diferenciacion de las células Thl, siendo ademas un mediador de la respuesta antiviral (73).
Enla AR, el IFN-y juega un papel importante en la progresion de la enfermedad y se ha detectado
en liquidos sinoviales y células T de tejidos sinoviales de pacientes con AR (74). El tratamiento
con RTX que habian recibido individuos con AR con baja actividad de la enfermedad o remision,
mostro niveles séricos disminuidos del IFN-y (60). Estos resultados son consecuentes con la

deplecién de las células B y la actividad proinflamatoria en la AR, indicando un papel importante
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en la produccién de IFN-y por parte de las células B. Asimismo, apoyan la contribucién de las
células B en la regulacion de la diferenciacion de las células TCDA4+, en particular las células

Th1l, productoras de IFN-y en modelos animales (75). Al igual que el TNF-a, un unico estudio de
corte transversal no representa evidencia suficiente para proponer a esta citocina como un

potencial marcador de la respuesta al tratamiento con rituximab.

- IL-7
La IL-7 es una citoquina pleiotrépica con funciones centrales en la modulacién del desarrollo de
las células T y B y la homeostasis de las células T (76). Es producida por las células B, los
monocitos, las células dendriticas, células epiteliales y queratinocitos (62). La IL- 7 se expresa
en gran medida en el tejido sinovial de pacientes con artritis reumatoide y su nivel de expresion
se correlaciona con la actividad de la enfermedad (77). Los niveles séricos de IL-7 y otras
citocinas proinflamatorias disminuyeron significativamente junto con la actividad de la
enfermedad posterior al tratamiento con RTX en un grupo de pacientes con AR activa (53). Los
autores sefialan que la mejoria clinica puede deberse a la reduccion de la produccion de esta
interleucina junto con otras citocinas proinflamatorias evaluadas en este mismo estudio. De esta
manera, se apoya la hipétesis del papel de las células B en el establecimiento y perpetuacion de
la inflamacion y la autoinmunidad. Ademas, para proponer a la IL-7 como un potencial marcador
de la actividad de la enfermedad o predictor de la respuesta clinica tras el RTX es necesario

continuar estudiandola para confirmar y apoyar la evidencia aqui mencionada.

- CCL19

CCL19 es una quimiocina producida por células dendriticas foliculares y actia en el trafico y
posicionamiento de células T, células B y células dendriticas dentro de los 6rganos linfoides
secundarios (78). Se han encontrado aumentados los niveles de esta quimiocina en plasma y
tejido sinovial de pacientes con AR en comparacion con controles sanos (79,80).En un grupo de
208 pacientes, todos con enfermedad activa, al nivel elevado de CCL19 en suero basal se asocio
con una mayor respuesta clinica al tratamiento con RTX, se correlacion6 positivamente con los
niveles de numerosos biomarcadores de activacion de células B pero no se hallaron cambios
significativos entre los valores de CCL19 antes y después de la TDCB (54). Sin embargo, los
niveles en sangre de esta quimiocina se correlacionaron inversamente con los niveles de células
B de memoria en sangre periférica(54). En otro estudio de los autores, los niveles de estas

células estan disminuidos y se correlacionan inversamente con los niveles de marcadores de
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activacion de células B en suero en la AR (81). En conjunto los resultados sugieren que hay una
migracion o secuestro de células B de memoria activadas patdégenas hacia la sinovia en la AR.
Los autores especulan que cuanto mas elevada esté el CCL19 en la sangre, mas células B de
memoria (activadas) son atraidas al sitio de inflamacién y mas disminuyen las células B de
memoria en sangre (54). Por lo anterior, aunque los autores proponen al CCL19 como un
predictor de la respuesta a la TDBC con RTX en pacientes con AR, ademas de un indicador de
los niveles circulantes de células B, pero es necesario clarificar con mas investigaciones su
potencial.
- IL-10

La IL-10 es una citocina antiinflamatoria clave que mantiene el equilibrio de la respuesta
inmunitaria, inhibiendo la produccién de citocinas proinflamatorias y la activacion de las células
Thl, Th2, monocitos y macrofagos (82). Es producida por varios tipos de células, incluidas las
células T, células B, monocitos, macrofagos y células dendriticas (62). Las concentraciones de
esta citocina aumentan en el suero y en el liquido sinovial de pacientes con AR (83). El RTX
disminuyo los niveles circulantes de IL-10 en individuos con AR activa acompafado de la
disminucion de la inflamacion y la actividad de la enfermedad (53,60). Esta citocina aumenta en
respuesta a la inflamacion como un intento de mantenerla bajo control, pero no logra mitigar la
inflamacién articular, asi que los hallazgos por efecto del RTX podrian explicarse no solo a la
deplecion de las células B, especialmente los diferentes subconjuntos de células Breg
productoras de IL-10 (38), sino también a un mecanismo de retroalimentacion negativa como
consecuencia de la disminucion en gran medida de las citocinas proinflamatorias (84), en este
caso, posiblemente relacionado a las células Treg productoras de IL-10 (85). De igual manera,
los estudios son sugerentes para plantear a la IL-10 como un eficaz marcador de la actividad de

la enfermedad tras la respuesta clinica al rituximab.

- TGF-g1

El TGF-B1 es una citocina implicada en procesos celulares como hematopoyesis, proliferacion,
angiogénesis, diferenciacion, migracion y apoptosis celular (86). Es secretado por una variedad
de células, incluidas las células epiteliales, fibroblastos y células inmunitarias, como eosindfilos,
macréfagos, células T reguladoras y células B (62). A pesar de que es una citocina conocida
como antiinflamatoria, en la artritis reumatoide los niveles elevados de TGF-B1 se han asociado
con el dafio articular (87,88). En pacientes colombianos con AR se encontré una tendencia hacia

el aumento de las concentraciones plasméticas de TGF-B1 después de la terapia con RTX,
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sugiriendo un cambio de citocinas hacia la antiinflamacion, no obstante, no hubo significancia
estadistica (59). Aunque no es claro que el TGF-B1 pueda ser usado como predictor de la
respuesta al rituximab, por ser una citocina clave en la fisiopatologia de la AR, se sugiere su

evaluacién en futuros estudios de pacientes depletados de células B.

- IL-6

La IL-6 es una citocina con actividad pleiotrépica, secretada por diferentes células como las
células endoteliales, fibroblastos, monocitos, células T, células B, granulocitos, células del
musculo liso, eosindfilos, condrocitos, osteoblastos y mastocitos (62). Induce la produccion de
proteinas de fase aguda en hepatocitos y el trafico y activacion de leucocitos. Los pacientes con
AR presentan niveles circulantes de IL-6 aumentados y su elevacion se ha relacionado con las
manifestaciones extraarticulares (89). En multiples estudios los niveles séricos y plasmaticos de
IL-6 disminuyeron en pacientes con respuesta clinica luego del tratamiento con RTX
(50,53,55,59,60). En los pacientes no respondedores a la terapia los niveles de IL-6 aumentaron
significativamente sugiriendo que la relacién entre las células B y la IL-6 varia entre los diferentes
grupos de pacientes (55). Los anteriores resultados corroboran la importancia de las células B
como productoras de IL-6 y también como potenciadores de su produccion en la artritis
reumatoide y proponen a esta citocina como marcador eficaz de la actividad de la enfermedad

en respuesta a la terapia con RTX.

- IFN-a

El IFN-a es una citocina con importantes efectos antivirales y participacion en la modulacién de
la respuesta inmune innata y adaptativa las células dendriticas plasmocitoides (CDp) son las
principales productoras de IFN-a, aunque todas las células nucleadas pueden producirla en
respuesta a una infeccion viral (62). En pacientes con AR se han observado niveles
incrementados de esta citocina en el suero y el liquido sinovial (90). En el tratamiento con RTX,
en un grupo de pacientes con baja actividad de AR o remision, los niveles séricos de IFN-a se
encontraron disminuidos en un estudio de corte transversal (60). Se ha planteado que esta
citocina podria aumentar el riesgo cardiovascular en la AR, ya que se ha asociado con un
desequilibrio de las células progenitoras endoteliales en pacientes con AR, junto con dafio
endotelial y aterosclerosis acelerada. De este modo, al disminuirse los niveles de IFN-a luego de

la TDCB, podria relacionarse a las células B con un papel en el incremento del riesgo de
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desarrollar afecciones cardiovasculares de la artritis reumatoide (91). Debido a las caracteristicas
del estudio, se carece de suficiente evidencia para proponer a esta citocina como un biomarcador
de la respuesta o predictor de la respuesta al rituximab, pero no se rechaza la hipétesis de su
funcionalidad, por lo tanto, se recomendaria continuar investigando los efectos de la TDCB sobre
el IFN-a.

7.4 Citocinas y quimiocinas moduladas por el RTX y producidas por otros linajes celulares

diferentes a células B

- IL-18

La IL-18 es una citocina proinflamatoria potente, producida por monocitos macréfagos, células
dendriticas mieloides, queratinocitos y sinoviocitos (62). Actua estimulando la produccién de IFNy
e induciendo la activacion de las células NK 'y las células T en presencia de IL-12 (92). Los niveles
de IL-18 se encuentran incrementados en el suero, liquido sinovial y tejido sinovial de pacientes
con AR y se han asociado con la positividad a autoanticuerpos (93). En un estudio transversal,
se reportd disminucién de la IL-18 en el suero de pacientes con baja actividad de la AR o remision,
tratados con rituximab (60). Aun no es claro los mecanismos por los cuales disminuye la IL-18,
sin embargo, podria deberse al aumento en los niveles de proteina de unién a IL-18 (IL-18 BP)
libre, ya que, en una cohorte de 19 pacientes con linfoma se evidencié un aumento en los niveles
plasmaticos de esta proteina luego de la primera dosis de RTX (94). La IL-18 BP actlia como un
receptor sefiuelo que bloquea la actividad de IL-18. Esta proteina se une a IL18, evita la union
de IL-18 a su receptor y, por lo tanto, inhibe la produccion de IFN- y inducida por IL-18 (95). Asi
pues, su incremento podria disminuir la inflamacion y explicar en parte la mejoria clinica de los
pacientes posterior a la aplicacién de RTX. A pesar de su significativa disminucion, se debe
investigar mas los efectos del rituximab sobre esta citocina antes de plantearla como un

marcador.

- CXCL13
CXCL13 es una quimiocina clave involucrada en el posicionamiento y activacion de células en
sitios linfoides y extra-linfoides (96). Se une a su receptor afin CXCR5 y atrae células B que

expresan CXCR5 y células T auxiliares foliculares. También permite la maduracion de las células

B en células plasmaticas y la produccién de anticuerpos. CXCL13 es un atrayente de células By
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es crucial para la formacion del centro germinal. Las células Th foliculares también exhiben
respuestas quimiotacticas hacia CXCL13 (97). Los niveles elevados de CXCL13 sinovial en la
AR se asocian con la presencia de agregados linfoides sinoviales que se asemejan a los centros
germinales. CXCL13 se eleva en la AR, tanto en la enfermedad temprana como en la establecida
y en la seropositiva como seronegativa (98,99). S. Rosengren et al. observaron la disminucién
significativa de los niveles séricos de CXCL13 en todos los pacientes con AR tratados con RTX
coincidiendo con la deplecién de células B independientemente del estado de respuesta (52).
Los niveles basales no predijeron la respuesta a la terapia, sin embargo, los niveles bajos
predijeron un menor retorno de células B a los 6 meses en comparacion con el nivel basal alto.
Sellam et al. no hallaron cambios en la concentracion sérica de CXCL13 antes y después del
RTX y tampoco se asocid esta citocina con un valor predictivo de la respuesta a este farmaco en
pacientes con AR activa. Sin embargo, observaron una correlacion positiva significativa entre
CXCL13y escalas de severidad, lo que sugiere que CXCL13 puede ser un marcador de actividad
de la enfermedad, ya que esta asociada con la inflamacion sinovial observada en el examen
clinico (54). Los diferentes efectos del RTX sobre CXCL13 sugieren que esta citocina no puede

proponerse como predictor de la respuesta, mas no se descarta continuar investigandola.

- CCL2/MCP-1

El ligando 2 de quimiocina (CCL2) también conocido como proteina quimioatrayente de
monocitos 1 (MCP-1) por sus siglas en inglés, es una quimiocina implicada en la regulacién de
la migracién e infiltracién de monocitos, macréfagos, células NK, basofilos y células T de memoria
durante la inflamaciéon (100-102). MCP-1 se expresa en gran medida en el suero, el liquido
sinovial y el tejido sinovial de pacientes con AR y se ha asociado con la osteoclastogénesis, la
migracion de las células T efectoras al tejido sinovial de la AR y angiogénesis (103). Fabre et al.
evaluaron los niveles de MCP-1 antes y después de 90 dias de la terapia con RTX en un grupo
de 46 pacientes con AR activa, encontrando que, tanto en el grupo de pacientes que respondieron
a la TDCB como lo que no respondieron, los niveles de MCP-1 no cambiaron postratamiento, sin
embargo, al comparar a los respondedores con los no respondedores en el dia 90, se encontré
gue los niveles de esta quimiocina eran mas altos (50). Estos resultados sugieren que la MCP-
1/CCL2 no es un buen predictor de la respuesta al RTX, no obstante, sugieren que la MCP-1

podria contribuir a la patogenia de la AR de una forma dependiente de las células B.

- EGF
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El factor de crecimiento epidérmico (EGF por sus siglas en inglés) es una citocina clave en la
regulacién del crecimiento, la supervivencia, la migracién, la apoptosis, la proliferaciéon y la
diferenciacion celular (104,105). Los niveles séricos y en el liquido sinovial de EGF en pacientes
con AR se encuentran elevados, especialmente en pacientes con erosion 6sea (106). Fabre et
al. midieron los niveles séricos de EGF basales y post tratamiento con RTX en pacientes con AR
activa. Los sujetos que no respondieron al RTX aumentaron sus niveles de EGF luego de la
terapia, mientras que en los respondedores no hubo diferencia significativa. Al igual que con la
MCP-1, los niveles de EGF fueron significativamente mas altos en el grupo que respondié en el
dia 90 en comparacién con los que no respondieron, de esta manera, pudiendo identificar un
perfil de citocinas, EGF y MCP-1, que diferencia a los respondedores y no respondedores (50).
Estos resultados confirman el papel clave de estas dos citocinas en la AR y confirman su
importancia en la comprensién de la accion y la eficiencia de la bioterapia.

- IL-33

La IL-33 es una citocina proinflamatoria inductora de respuestas tipo 2 en células T e ILC a través
de su receptor ST2 (107,108). Se expresa abundantemente en células epiteliales, células
endoteliales, células similares a fibroblastos y oligodendrocitos (109). En los pacientes con AR,
los niveles séricos de IL-33 aumentan en comparacion con los controles normales y de la
enfermedad (osteoartritis y artritis psoriasica) y sus niveles basales se han asociado con factores
de riesgo cardiovascular (110,111). En un estudio de 185 pacientes con AR activa definida por
DAS-28, posterior a la administracién de RTX, la mayoria de ellos (76%) presentaban niveles
indetectables de IL-33 (57). La deteccion de la IL-33 en suero basal se asocio con la prediccion
de la respuesta al RTX en pacientes con AR activa y la probabilidad de respuesta aumenta si la
deteccibn se da en sinergia con positividad a autoanticuerpos. Otro estudio no encontré
asociacion con la prediccion de la respuesta clinica al RTX, aunque no se mostraron los cambios
en los valores de la IL-33 (58). Los datos actualmente disponibles sobre el eje de la IL-33 en la
AR son contradictorios y no permiten sacar una conclusién definitiva sobre su papel real en la
patogénesis de la AR y, en consecuencia, sobre su posible relacion con las células B (112). A
pesar de ello, Susanne S. et al. (113) propusieron un papel protector especial de la IL-33 al inducir
células Breg productoras de IL-10 en modelos murinos, por esta razén, la disminucion de la IL33
por efecto del RTX podria ir de la mano con la disminucion de los niveles circulantes de IL-10

como consecuencia del mecanismo de retroalimentacion negativa frente a la disminuciéon de
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varias citocinas proinflamatorias. Si bien se menciona un posible papel predictor de la respuesta

al RTX en un estudio bastante soélido, la evidencia continla siendo contradictoria.

- IL-15

La IL-15 es una citocina secretada por diversas células como los monocitos, macréfagos, células
dendriticas, células T CD4+ activadas, queratinocitos, fibroblastos y células del estroma de la
médula ésea (62). Induce la diferenciacion y proliferacion de las células NK, Ty B (114). La IL15
ha sido detectada en niveles aumentados en el suero y el liquido sinovial de pacientes con AR
(115,116). Los niveles en suero de IL-15 disminuyeron progresivamente luego de tres ciclos de
tratamiento con RTX en individuos con enfermedad activa, y se acompafié del aumento de las
células Treg circulantes (56). La reduccion de IL-15, como desencadenante de IL-17, podria
estar involucrada en la disminucion de la respuesta Th17 inducida por rituximab en pacientes con
AR (115,117) y corregiria el equilibrio periférico Th17 / Treg alterado descrito en pacientes con
AR (118). Asi la mejoria clinica después del tratamiento con RTX en pacientes con AR se asocia
con mecanismos relacionados con las células T de memoria/IL-15 mas all4 de las células B
circulantes. Aunque este estudio demuestra la posibilidad de proponer a esta citocina como
biomarcador de la actividad de la enfermedad luego de la terapia con RTX, es necesario obtener

mas evidencia similar a la reportada.

- IL-2

La IL-2 es secretada por las células T activadas, células dendriticas, células NKy célula T asesina
natural, células linfoides innatas (ILC) y mastocitos (62). Es una citocina con funciones
pleiotrépicas crucial para el mantenimiento de la homeostasis inmune, activa la proliferacion de
las células T y B efectoras y las células NK, induce el desarrollo de las células T reguladoras y
actla como factor de crecimiento para las células B, estimulando ademas la sintesis de
anticuerpos (119). En la AR los niveles de IL-2 se han correlacionado con la actividad de la
enfermedad y los niveles de autoanticuerpos (120). Se reporté que la disminucion de los niveles
séricos de IL-2 en pacientes con AR activa luego de 6 meses de tratamiento con RTX, podria
explicar la disminucion de la actividad de la enfermedad DAS-28 y la disminucion de la
discapacidad funcional (53). Siendo evidencia Util para sugerir a la IL-2 como biomarcador de la
actividad de la enfermedad tras la respuesta clinica al RTX, sin embargo, carece de suficientes

investigaciones para que sea valido proponerla. Por otra parte, se ha sugerido que la IL-2 es una
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citocina que juega un papel clave en el control del equilibrio entre las células Treg y Thl7 enla
periferia y promueve fuertemente la diferenciacién y/o funcién de las células Treg Foxp3 +
(120,121). Ademas, se ha observado que hay un aumento compensatorio en la produccion de
IL-2 por las células T CD4+ cuando el numero de células Treg disminuye (122). En los pacientes
con AR activa muchos estudios han demostrado que, en comparacion con los individuos sanos,
el porcentaje de células Treg circulantes se reduce (123), mientras que en los pacientes en
remision el numero de células Treg periféricas es significativamente mayor (120). Asi, el RTX
podria estar aumentando el nimero de células Treg en los pacientes con AR (56,124,125), lo
gue supondria la disminucion de los niveles de la IL-2 y la mejoria clinica; indicando, ademas, un

papel de las células B en la supresién de mecanismos reguladores.

Tabla 2. Citocinas y quimiocinas moduladas por el RTX y producidas por las células B

Citocinas Otras células productoras Modulacién posterior RTX Referencia
Quimiocinas
PRO-INFLAMATORIAS
TNF-a CT, Mac, Fib Disminuye (60)
IL-8 Mac, N, CT, Cs Contradictorio (50,51,59)
IFN-y Mac, NK, CT Disminuye (60)
IL-7 Mac, M, CE Disminuye (53)
CCL19 CD Igual (54)
ANTI-INFLAMATORIAS
IL-10 CT, Mac, M, CDs Disminuye (53,60)
TGF-B8 CE, Fib, Mac, CT Igual (59)
DUAL
IL-6 CE, Fib, Mac, CT, G, SMC, Disminuye (50,53,55,59,60)
Eos, Cs, OB, M, Q
INF-a CD Disminuye (60)
Tabla 3. Citocinas y quimiocinas moduladas por el RTX y producidas por otros linajes celulares
Citocinas Otras células productoras Modulacién posterior RTX Referencia
Quimiocinas
PRO-INFLAMATORIAS
IL-18 M, Mac, CD, Q, CE Disminuye (60)
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CXCL13 CD Disminuye (52,54)
MCP-1 Mac, CE, Fib, SMC Igual (50)
EGF Mac, CE Igual (50)
IL-33 CE, Fib Disminuye (57)
DUAL
IL-15 M, Mac, CD, CT, Fib Disminuye (56)
IL-2 CT,CD, NK, M Disminuye (53)

Abreviaturas: CE: Células endoteliales, Fib: fibroblastos, Mac: macréfagos, CT: células T,
CB: células B, G: granulocitos, SMC: células del musculo liso, Eos: eosindfilos, Cs:
condrocitos, OB:
osteoblastos, M: mastocitos, Q: queratinocitos, CD: Células dendriticas, N: neutréfilos, NK:

células naturales asesinas



8. Conclusiones y recomendaciones

Luego de retirar a las células B CD20+ se observo la disminucién de la mayoria de las citocinas
proinflamatorias, y en consecuencia la mejoria clinica de los pacientes, por lo cual, las células B
autorreactivas al producir citocinas y quimiocinas estarian condicionando y propiciando el
ambiente proinflamatorio clave para el desarrollo no solo de la enfermedad articular sino las
manifestaciones a nivel sistémico. En ese sentido, los efectos del tratamiento con RTX sobre las
citocinas y quimiocinas circulantes en pacientes con artritis reumatoide apoyan y sustentan la
hipétesis del papel patogénico de las células B en el desarrollo y potenciacion de la inflamacién
en esta enfermedad por medio de la secrecion de citocinas y quimiocinas proinflamatorias. Por
otro lado, la evidencia aportada por los ensayos con RTX sobre las citocinas antiinflamatorias,
tipicamente producidas por las células Breg, sugiere que este subconjunto de células podria
actuar de forma activa en la AR al secretar IL-10, seguramente tratando de contrarrestar la
elevada produccion de citocinas y quimiocinas proinflamatorias, siendo que al disminuir las
Gltimas también lo hace la IL-10. No obstante, las afirmaciones sobre las células Breg en esta
revisién son inconclusas, ya que la otra citocina importante producida por las Breg, el TGF- 3, no
presentd evidencia significativa.

Los biomarcadores, también conocidos como marcadores biolégicos, son moléculas que se
asocian con la presencia de la enfermedad, su actividad y o pronéstico (126). Un biomarcador
con valor predictivo da informacion sobre el efecto de una intervencion terapéutica en un
paciente, como por ejemplo el RTX, y puede ser un objetivo para la terapia. Esto proporciona
beneficios como el de enfoque individualizado que permitird a los pacientes recibir o no el
tratamiento sin una exposicién innecesaria a efectos secundarios potencialmente negativos.
Aunque es dificil comparar datos entre estudios heterogéneos, esta claro que, las respuestas a
los agentes biol6gicos como el RTX, varian mucho entre las diferentes poblaciones de pacientes,
con diferencias particulares segun la duracién y la reversibilidad de la enfermedad (34). Un
biomarcador debe poder medirse con precisién y exactitud y debe ser reproducible, de tal manera
gue debe tener poder predictivo similar en otras poblaciones o en otros estudios de tratamiento
relacionados (126). Cuando no se muestra una respuesta clara al tratamiento en pacientes con
un marcador potencial, esos marcadores no pueden considerarse predictivos de la respuesta,
por esta razon, la IL-8, CXCL13, TGF-B1, el MCP-1 y el EGF no parecen ser buenos
biomarcadores que predicen la respuesta al RTX, pues los resultados fueron contradictorios e
inconclusos, pero no se descarta la necesidad de continuar evaluando los efectos de este
farmaco en este grupo de citocinas (50,51,59). Otras citocinas como el TNF- a, IL-7, IL-2, IL-15,

IFN-y, INF-a e IL-18 aunque tuvieron una disminucion clara en los pacientes respondedores, solo
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se reportaron en un articulo en solitario, incluso en estudios de corte transversal, por tal motivo
tampoco parecen predecir la respuesta al RTX (50,53,60,115). En el caso de la CCL19 e IL-33,
lo autores asocian a estas citocinas con un valor predictivo de la respuesta al RTX, sin embargo,
al igual que el grupo anterior, han sido estudios Unicos, por lo que se recomendaria continuar
estudiando este par de citocinas (54,57,58). La IL10 y la IL-6 podrian proponerse como
marcadores de la actividad de la enfermedad tras la administracion de RTX, en especial la IL-6,
ya que en los diversos estudios donde se evalué mostrdé una respuesta clara y uniforme en los
pacientes con repuesta clinica luego del tratamiento con rituximab (53,59).

Actualmente se administran a los pacientes con AR terapias dirigidas al TNF-q, la IL-6 y la IL-1
como el Adalimumab y Infliximab (anticuerpos monoclonales dirigidos al TNF-a), el Tocilizumab
(anticuerpo monoclonal dirigido al receptor de la IL-6) y el Anakinra (forma humana recombinante
recombinante del IL-1Ra), medicamentos situados dentro del grupo de los FARME biolégicos
(34). Algunas citocinas estudiadas en esta revisioén se han evaluado como blancos terapéuticos,
como la IL-15 y la IL-7, las cuales ya presentan farmacos dirigidos con pruebas de fase
completadas, mientras que otros farmacos dirigidos a la IL-18 y la IL-33 se encuentran en proceso
de planificacion (127). Los hallazgos de esta revision recalcan también la necesidad de
desarrollar blancos terapéuticos hacia estas citocinas, pues se reafirm6 que cumplen funciones
proinflamatorias en la AR y ademas se corroboré su papel clave en la patogenia de la enfermedad
dependiente de las células B, al encontrarse la mejoria clinica de la artritis reumatoide en los

pacientes gracias a la reduccion de sus niveles circulantes luego de la TDCB con RTX.
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