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INFORMACION DEL ARTICULO RESUMEN

Historia del articulo: Objetivo: analizar el efecto de la terapia con agentes inhibidores del factor de necrosis tumoral (TNF) en la
Recibido el 12 de marzo de 2008 concentracion sérica de interleucina 15 (IL-15) y determinar si los valores basales de ésta o su variacién con
Aceptado el 2 de junio de 2008 el tratamiento predicen la respuesta clinica a los anti-TNF.

Pacientes y método: se estudi6 a 75 pacientes con artritis reumatoide que iban a iniciar tratamiento con an-
ti-TNF. Se recogieron muestras de suero previas y a los 3 meses de tratamiento. La concentracién de IL-15
Artritis reumnatoide se cuantific6 mediante enzimoinmunoanalisis. Tanto en la visita basal como en la final se recogieron para-
Citocinas metros clinicos y analiticos que permitieran calcular el DAS28. También se recogieron variables sociodemo-
Antagonistas del TNF graficas y otras relacionadas con la enfermedad, como factor reumatoide, nimero de firmacos previos, etc.
Interleucina 15 Se defini6 remisién como un DAS28 < 2,6 y respuesta clinica relevante, como una disminucién del DAS28 >

1,2.

Resultados: 1a concentracién de IL-15 se relacion6 de forma significativa con un mayor uso de farmacos

modificadores de la enfermedad durante el seguimiento de los pacientes. También se observé una disminu-

cion significativa de la IL-15 a los 3 meses de tratamiento con anti-TNF. Sin embargo, los valores basales de

IL-15 y su disminucién con el tratamiento no se relacionaron con la respuesta a los anti-TNF o la consecu-

ci6én de remision clinica.

Conclusiones: nuestros datos parecen confirmar los obtenidos in vitro, que indican que el TNF esta implica-

do en la modulacion de la expresion de IL-15. No obstante, la medicién de la concentracién sérica de IL-15

no parece ser de utilidad para seleccionar a los pacientes candidatos a terapia anti-TNF.

© 2008 Elsevier Espafia, S.L. Todos los derechos reservados.

Palabras clave:

The therapeutic blockade of TNF reduces serum levels of interleukin 15 in
patients with rheumatoid arthritis

ABSTRACT

Keywords:
Rheumatoid Arthritis Objective: to analyze the effect of the TNF blocking agents (aTNF) on the serum levels of interleukin 15 (IL-

Cytokines 15). To determine whether baseline IL15 serum levels or their response to aTNF therapy can predict the

TNF antagonists clinical response to this treatment.

IL-15 Patients and method: We studied 75 patients suffering from rheumatoid arthritis that were selected to start
aTNF therapy. Serum samples were obtained at baseline visit and after three months of aTNF treatment.
Measurement of IL-15 serum concentration was performed through immune-enzyme assay. We collected
the clinical and analytical parameters needed to calculate DAS28 both at baseline and final visit, as well as
sociodemographic variables and other such as rheumatoid factor, previous disease modifying anti-rheuma-
tic drugs (DMARD), etc. We defined remission as a DAS28 < 2.6 and clinical response when the decrease in
DAS28 value was higher than 1.2.
Results: there was a significant correlation between IL-15 serum level and the number of previous DMARD.
We also detected a significant decrease in the concentration of serum IL-15 after three months of treatment
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with aTNF. However, neither the baseline IL-15 serum level nor the decrease in the concentration of IL-15
were associated with a specific pattern of response to aTNF.

Conclusions: our data seem to support previous in vitro findings suggesting that TNF is involved in the re-
gulation of IL-15 expression. Nevertheless, the measurement of IL-15 serum levels does not seem to be a
useful tool to select those patients that should be treated with aTNF therapy.

© 2008 Elsevier Espafia, S.L. All rights reserved.

Introduccion

La interleucina (IL) 15 es una citocina que desempefia un papel
fundamental en la inmunidad innata, aunque también puede modu-
lar otras funciones del sistema inmunitario'2. Diferentes trabajos res-
paldan que la IL-15 puede estar implicada en la patogenia de la artri-
tis reumatoide (AR), ya que se han detectado elevadas
concentraciones de esta citocina tanto en el liquido sinovial como en
el suero de pacientes con la enfermedad®®. Ademas, la IL-15 puede
ser clave en la perpetuaciéon de la produccion del factor de necrosis
tumoral (TNF), ya que esta involucrada en diferentes ciclos de esti-
mulacién celular mutua en los que intervienen moléculas de adhe-
sién y citocinas como IL-15, interfer6n gammay el propio TNF>73, Sin
embargo, como un dato mas de la variabilidad fenotipica de la enfer-
medad, en un estudio previo hemos descrito que no todos los pacien-
tes con AR presentan valores elevados de IL-15 En dicho trabajo,
describimos que los pacientes que presentaban cifras de IL-15 mas
elevadas habian recibido un mayor nimero de farmacos modificado-
res de la enfermedad (FAME) durante el seguimiento de su afec-
cién®.

En la actualidad disponemos de diferentes terapias biolégicas
para el tratamiento de pacientes con artritis reumatoide (AR) que
han fracasado al menos con un FAME. Sin embargo, no todos los pa-
cientes tienen una respuesta 6ptima a las terapias biolégicas, por lo
que la descripcion de posibles marcadores de respuesta a estos nue-
vos tratamientos podria facilitar la seleccién de pacientes adecuados
para cada farmaco. En el presente estudio se ha analizado el efecto
que el tratamiento con farmacos inhibidores del TNF tiene en la con-
centracion de IL-15 en los pacientes con AR. Por otra parte, se ha es-
tudiado si elevadas concentraciones séricas de esta citocina marcan
a un subgrupo de pacientes con caracteristicas clinicas diferentes y si
su respuesta al tratamiento con anti-TNF es diferente de la de pacien-
tes con concentraciones bajas o indetectables de IL-15.

Pacientes y métodos

Se estudid a 75 pacientes que cumplian los criterios de clasifica-
cion de la AR del American College of Rheumatology?®, de los que 65
recibieron tratamiento con adalimumab (ADA) y 10 con infliximab
(INF). Las caracteristicas clinicas de los pacientes se muestran en la
tabla 1. Se obtuvieron muestras de suero antes de iniciar el trata-
miento con anti-TNF (visita basal) y a las 12 semanas de tratamiento,
en los pacientes tratados con ADA o en la cuarta infusién de INF (14
semanas). En cada visita se estim6 el grado de actividad de la enfer-
medad mediante el DAS28'. También se recogieron de la historia
clinica del paciente datos sociodemograficos y el nimero de FAME
administrados durante la evolucién de la enfermedad.

Determinacion de IL-15 en suero

La concentracion de IL-15 en el suero de los pacientes fue deter-
minada mediante un enzimoinmuanalisis (EIA) generado en nuestro
laboratorio utilizando los anticuerpos monoclonales MAB647 y
BAM247 (R&D Systems Europe Ltd., Abingdon, Reino Unido), segiin
hemos descrito previamente*. El limite inferior de deteccién es de 6,2
pg/mly el limite superior de la curva, 500 pg/ml. Las muestras en que
se obtenia un valor mayor que el limite superior eran diluidas 1:2 y

analizadas de nuevo para confirmar el valor. La variabilidad intraana-
litica fue del 13,5% y la variabilidad interanalitica, del 20,7%.

Se consideré que la IL-15 estaba elevada si los valores eran > 30
pg/ml, que representa el percentil 95 de una poblacién de 250 con-
troles sanos estudiada en nuestro laboratorio (manuscrito en prepa-
racion).

Andlisis estadistico

El andlisis estadistico se realiz6 con el programa Stata para Win-
dows versién 9.2 (StataCorp LP, College Station, Texas, Estados Uni-
dos). Se utilizo el test de Fisher para comparacion en variables cuali-
tativas, y para las variables cuantitativas, los tests de la t de Student
o la U de Mann-Whitney, segtin fuese la distribucion de dichas varia-
bles normal o no, respectivamente. Se aplicé el test de Wilcoxon para
datos apareados para establecer la significacién estadistica de las di-
ferencias entre las cifras de IL-15 antes y después del tratamiento con
anti-TNE.

Se utiliz6 el namero de FAME previos durante el seguimiento
como una variable subrogada de gravedad de la enfermedad. Dado
que diferentes factores pueden incidir en esta variable, se decidio
realizar un andlisis multivariable para determinar cudles se asocia-
ron a una mayor prescripcién de FAME. Para ello se utilizé la funcién
ztp de Stata, que estima la regresion de Poisson mediante modelos
lineales generalizados para variables truncadas en cero, ya que no
habia pacientes que no hubieran recibido FAME previamente. En el
modelo inicial se incluyeron las variables edad, sexo, tiempo de evo-
lucién de la enfermedad, concentracién de factor reumatoide (FR),
concentracion basal de IL-15 en suero y el centro hospitalario en el
que era atendido el paciente. El modelo final se alcanzé eliminando
las variables con p > 0,2, excepto si la significacién general del mode-
lo empeoraba'.

También se estudid si la concentracién de IL-15 previa al trata-
miento o la modificacién de esas cifras a los 3 meses podian predecir
la respuesta clinica a los anti-TNF. Para ello se realizaron dos modelos
de regresion logistica multivariable, uno de ellos usando como varia-
ble dependiente la remision a los 3 meses de tratamiento, conside-
rando como tal DAS28 < 2,6, y un segundo en el que la variable de-
pendiente era la existencia de respuesta clinica, entendiendo como

Tabla 1
Caracteristicas de los pacientes
Total IL-15 alta IL-15 baja p

Pacientes, n 75 24 il
Mujeres, n (%) 61 (81,3) 19 (79) 42 (86) NS
Edad (afios) 56 + 14 59+ 12 54+ 14 NS
Duracién de la enfermedad

(afios) 8 [4-15] 6 [4-15] 8 [4-15] NS
FR positivo, n (%) 65 (87) 22 (92) 43 (84) 0,08
Nimero de FAME 3 [2-4] 4[2-4] 3[2-3] 0,08
DAS28 basal 59+1 55+11 61+1 0,06
HAQ basal 16[11-21] 1,5[1,12-225] 175 [1,12-2,12] NS
VGEM basal 61 +16 60 19 62+ 14 NS
PCR basal (g/1) 15 [9-24] 17 [9-25] 14 [8-22] NS

DAS28: disease activity score segiin el recuento de 28 articulaciones; FAME: farma-
cos modificadores de enfermedad; FR: factor reumatoide; HAQ: Health Assessment
Questionnaire; IL: interleucina; PCR: proteina C reactiva; VGEM: valoracién general de
la enfermedad por el médico.
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tal una mejoria del DAS28 > 1,2 a los 3 meses de tratamiento™. Como
variables independientes se incluyeron las mencionadas en el parra-
fo anterior.

Resultados

Caracteristicas de los pacientes con elevadas concentraciones séricas
de IL-15

La poblacion de este estudio es un subgrupo de pacientes con AR
grave que tenian indicacién de tratamiento con anti-TNF. Se trata de
una poblacién con enfermedad de larga evolucién, predominante-
mente mujeres, con mayor porcentaje de enfermedad seropositiva
que en poblaciones de AR prevalente® y unos valores de DAS28 y
HAQ elevados (tabla 1). Atendiendo a la clasificacion de esta pobla-
cién seglin sus concentraciones séricas de IL-15, no encontramos
grandes diferencias en el perfil clinico de los pacientes segtn tuvie-
ran concentraciones altas o bajas de esta citocina (tabla 1). Casi al-
canzaron la significacién estadistica las diferencias en el porcentaje
de pacientes con FR positivo, el niimero de FAME previos y el DAS28
basal, pero sin que permita establecer si uno de los grupos tenia una
AR mas grave que el otro (tabla 1).

En un estudio previo habiamos observado que en los pacientes con
AR de larga evolucién habia relacién entre las cifras de IL-15 y el nd-
mero de FAME usados en su seguimiento. Por ello, dado que no habia
diferencias significativas en la valoracion de la enfermedad por el mé-
dico, el DAS28, el HAQ y la PCR en la visita basal entre los subgrupos
de IL-15 alta y baja (tabla 1), se utiliz6 el nimero de FAME previos
como una variable subrogada de gravedad. En el andlisis bivariable se
observé una tendencia a un mayor uso de FAME en pacientes con IL-15
elevada que no alcanzé significacién estadistica (tabla 1). Dado que el
nimero de FAME claramente puede estar condicionado por la dura-
cién de la enfermedad, que oscilé entre 7 meses y 37 afios en esta
poblacioén, se decidié hacer un andlisis multivariable en el que se in-
cluyesen diferentes factores que pudieran incidir en el uso de FAME. El
mejor modelo resultd ser el que incluia las variables: centro hospita-
lario, tiempo de evolucion de la enfermedad y cifras de IL-15 en suero
(tabla 2). Los pacientes del hospital 2 habian recibido de forma signi-
ficativa menos FAME que los del hospital 1, aunque la relacién de la
tasa de incidencia (IRR) solo fue un 40% menor. También de forma
significativa, por cada 100 pg/ml que aumentaron las concentraciones
séricas de IL-15, aumenté un 20% la IRR de uso de FAME.

Tabla 2

25

Factores que influyen en el nimero de farmacos modificadores de la enfermedad en

los pacientes del estudio

Bivariable Multivariable
Nimero de FAME p IRR p
Sexo
Mujeres 31+16 NS — —
Varones 28+12 — —
Edad (afios) r=0,24 0,06 — —
Tiempo de evolucion (afios)  r=0,17 0,24 1,014 0,22
FR (U/ml) r=012 0,33 — -
IL-15 basal (pg/ml) r=0,21 0,11 1,002 0,03
Centro 1 3[3-5] NS Referencia —
Centro 2 3[1-4] 0,62 0,04
Centro 3 3[2-4] 0,77 0,24

FAME: farmacos modificadores de enfermedad; FR: factor reumatoide; IL: inter-
leucina; IRR: incidence-rate ratio.

La concentracién sérica de IL-15 disminuye con la terapia anti-TNF,
pero no sirve para predecir la respuesta a este tratamiento

Los valores de IL-15 disminuyeron de forma significativa tras el
tratamiento con anti-TNF (fig. 1A). Este efecto fue mas manifiesto en
los pacientes con cifras elevadas de IL-15 (fig. 1B), con una clara co-
rrelacién entre la intensidad de la disminucion de dichos valores y
los obtenidos en la visita basal (fig. 1C).

Sin embargo, no observamos diferencias significativas entre los
pacientes respondedores y no respondedores respecto a las concen-
traciones séricas iniciales, finales y el grado de disminucion de las
cifras de IL-15 con el tratamiento (fig. 2A y B). Los pacientes con me-
joria clinica entre los pacientes con IL-15 alta fueron el 73,7%, frente
al 65,8% de pacientes con IL-15 baja, aunque estas diferencias no al-
canzaron significacion estadistica.

Tampoco se observo relacién entre las cifras iniciales, finales o la
intensidad de la disminucién de la IL-15 y la consecucion de remisién
clinica, establecida como DAS28 < 2,6 (fig. 3A y B).

Discusion
El principal hallazgo descrito en el presente estudio es la confir-

macion in vivo de que el TNF esta implicado en la modulacién de la
expresion de la IL-15. Por otra parte, los resultados de este trabajo
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Figura 1. Las concentraciones séricas de interleucina (IL) 15 disminuyen tras 3 meses de tratamiento con antagonistas del factor de necrosis tumoral (TNF). A: poblacién comple-
ta. B: pacientes con IL-15 elevada (> 30 pg/ml). Los datos se muestran como mediana (linea media de la caja) y percentiles 25 y 75 (bordes inferior y superior de la caja), 5y 95
(lineas horizontales fuera de la caja). Test estadistico: Wilcoxon para datos apareados. C: hay correlacion entre la variacion de la concentracién de IL-15 (basal-final) y la concen-
tracién basal. Los datos se muestran como dispersion de puntos y la linea de tendencia (linea negra discontinua), estimada mediante la funcién lowess smoothing del programa

Stata.
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Figura 2. Distribucion de concentraciones de interleucina (IL) 15 segtn la respuesta
clinica tras 3 meses de terapia con antagonistas del factor de necrosis tumoral (TNF).
A: concentraciones séricas de IL-15 en la visita basal (caja gris) o final (caja blanca). B:
variacion de la IL-15 entre ambas visitas. En todos los casos los datos se muestran
como mediana (linea media de la caja) y percentiles 25y 75 (bordes inferior y superior
de la caja), 5y 95 (lineas horizontales fuera de la caja).

parecen respaldar nuestros datos previos que indicaban que los pa-
cientes con IL-15 elevada habian recibido un mayor nimero de FAME
a lo largo de su evolucion®.

Diferentes estudios in vitro han demostrado que el TNF esta im-
plicado en la modulacion de la expresion de IL-15, bien confirmando
el incremento de la transcripcion de su ARNm, bien poniendo de ma-
nifiesto un incremento de su expresién en membrana de fibroblastos
de piel, sinoviocitos de pacientes con AR o células musculares®'4-7,
Sin embargo, dado que no hay estudios que hayan demostrado que el
TNF sea capaz de inducir la produccién de IL-15 soluble en cultivos
in vitro, es probable que sean precisos otros factores coadyuvantes,
ademas del efecto del TNF, para que se produzca la liberaciéon de IL-
15 soluble?’. Nuestros datos muestran que in vivo el bloqueo del TNF
se asocié con una disminucién significativa de la concentracién séri-
ca de IL-15. Cabe la posibilidad de que la disminucién de la IL-15 se
asocie con la mejoria de la actividad de la enfermedad independien-
temente del tratamiento que reciban los pacientes. Sin embargo, esta
posibilidad parece remota, ya que en este estudio no hemos observa-
do correlacion entre la intensidad de la mejoria de la actividad de la
enfermedad y la variacion en la concentracion de IL-15. Ademas, en
el registro de pacientes con artritis de reciente comienzo del Hospital
de La Princesa, no hemos observado disminucién en los valores de
IL-15 en los pacientes tratados con FAME (manuscrito en prepara-
cion).

Figura 3. Distribucién de la concentracién de IL-15 en funcién de la remisién clinica
tras 3 meses de terapia antagonista del factor de necrosis tumoral (TNF). A: concentra-
ciones séricas de IL-15 en la visita basal (caja gris) o final (caja blanca). B: variacién de
la IL-15 entre ambas visitas. En todos los casos los datos se muestran como mediana
(linea media de la caja) y percentiles 25 y 75 (bordes inferior y superior de la caja), 5
y 95 (lineas horizontales fuera de la caja).

Desafortunadamente, en este estudio no se disponia de informa-
cién evolutiva sobre la actividad de la enfermedad ni disponiamos de
datos radiol6gicos o de complicaciones de la AR que nos permitiesen
establecer la gravedad de la enfermedad de una forma mas fiable.
Ademas, al ser pacientes que iban a iniciar tratamiento anti-TNF, to-
dos presentaban elevadas actividad de la enfermedad y discapacidad
funcional. Por ello, como medida subrogada de gravedad, analizamos
el uso de FAME. Los pacientes con concentraciones de IL-15 mas ele-
vadas habian recibido tratamiento previo con un mayor ndmero de
FAME en su seguimiento. Aunque el nimero de FAME usados previa-
mente depende de la duracién de la enfermedad y de la variabilidad
en los habitos de prescripcion del médico', en este trabajo hemos
observado que, ajustando por estos parametros, la asociaciéon de uso
de FAME y concentracion de IL-15 sigue siendo significativa. El Gnico
inconveniente es que no se recogi6 si el motivo de la suspensién de
los FAME previos era por efectos secundarios o por ineficacia; no
obstante, un hallazgo similar ya fue descrito por nuestro grupo en un
trabajo previo con un grupo de pacientes de diferentes caracteristi-
cas*. Ademas, en pacientes con artritis de reciente comienzo en se-
guimiento en el registro de esta enfermedad del Hospital de La Prin-
cesa, hemos descrito que los pacientes con IL-15 elevada presentan
un peor curso evolutivo a pesar de recibir mas tratamiento que los
que tienen IL-15 baja (comunicacién oral en | Congreso de la SER
2007 y presentacién como péster en el ACR de 2007).



I. Gonzdlez-Alvaro et al / Reumatol Clin. 2009;5(1):23-27 27

Por Gltimo, diferentes estudios han demostrado que el estimulo de
linfocitos de sangre periférica con IL-15 permite que estos induzcan la
produccion de TNF en células macrofagicas®’. Por este motivo, cabria
esperar que los pacientes con concentraciones séricas de IL-15 eleva-
das presentasen una repuesta excepcional o al menos parcial al blo-
queo del TNF. Desgraciadamente, nuestros datos no permiten estable-
cer que la medicién basal de IL-15 o la respuesta de esta citocina al
tratamiento con anti-TNF sean de utilidad en la prediccién de la remi-
sién con los anti-TNF, ni siquiera la diferenciacién entre respuesta,
parcial o completa, y la ausencia de respuesta a este tipo de terapias.
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