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                Utilidad de la disociación ácida en la detección de inmunogenicidad en
   pacientes en tratamiento con fármacos anti-TNF.
   F LLinares-Tello1, J Rosas2, JM Senabre2, J Molina1, E Salas2, G
   Santos-Soler2, C Santos-Ramírez3, R Ortega3, C Cano4, A Pons4, M
   Lorente4, X Barber5, M Sánchez-Barrioluengo6, y el grupo AIRE-MB.
   S. de Farmacia Hospitalaria1, Reumatología2 y Enfermería Reumatología3.,
   Hospital Marina Baixa, Villajoyosa (Alicante). S Reumatología.
   Hospital Marina Alta4, Denia (Alicante). CIO-Universidad Miguel
   Hernández (Elche)5. INGENIO (CSIC-UPV), Universitat Politècnica de
   València6.
   Introducción: La aparición de anticuerpos anti-fármacos anti-TNF
   (ADA), se ha asociado con la pérdida de eficacia del tratamiento y la
   aparición de efectos secundarios.
   Una limitación de la mayoría de ensayos disponibles para la detección
   de ADA es que la presencia de fármaco residual interfiere en la
   determinación de inmunogenicidad, pudiendo provocar resultados falsos
   negativos. Para mejorar la sensibilidad del ensayo algunos autores han
   planteado con éxito la disociación de los inmunocomplejos mediante el
   pre-tratamiento ácido de las muestras previo a su detección.
   Objetivo: Evaluar la aplicación en práctica clínica, de la disociación
   ácida en la monitorización de pacientes con concentraciones séricas
   infraterapéuticas de infliximab (IFX), adalimumab (ADL) y etanercept
   (ETN), utilizando un enzimoinmunoensayo (ELISA) comercializado
   (Promonitor, Proteomika S.L., distribuido por Menarini Diagnósticos
   S.A.).
   Pacientes y métodos: Durante 3 años se analizaron 499 muestras valle
   de 218 pacientes con diferentes patologías reumáticas tratados con IFX
   (30 pacientes, 80 muestras), ADL (116 pacientes, 238 muestras) y ETN
   (72 pacientes, 181 muestras). Con la técnica estándar se detectó ADA
   en el 27, 16 y 0% de los pacientes tratados con IFX, ADL y ETN
   respectivamente, coincidiendo siempre con un nivel de fármaco
   indetectable.
   Se cuantificaron 76 muestras con niveles detectables pero
   infraterapéuticos a la pauta estándar (26 muestras de 20 pacientes con
   IFX < 2 mg/L, 32 muestras de 22 pacientes con ADL < 3 mg/L y 18
   muestras de 15 pacientes con ETN < 2 mg/L), que fueron analizadas para
   ADA tras someterlas a un pre-tratamiento ácido. El protocolo de
   acidificación consistió en la incubación del suero durante 15 minutos
   con ácido acético 300 mM y posterior neutralización con Tris 1 M
   ajustando a una dilución final 1/10.
   Resultados: Con el protocolo de disociación ácida se detectaron
   anticuerpos anti-ADL en el 55% de los pacientes con niveles
   infraterapéuticos de ADL, que resultaban indetectables con la técnica
   estándar (17 muestras, 12 pacientes, edad media 55 años, 67% mujeres,
   diagnósticos: 8 espondilitis anquilosante (BASDAI: 4,81,5), 3
   artritis reumatoide y 1 artritis psoriásica (DAS28: 3,50,2). En 7
   casos la detección de ADA tras acidificación se produjo ya en la
   primera solicitud de monitorización a los 6 meses de iniciado el
   tratamiento. En otros 3 casos, el positivo de ADA tras disociación
   confirmó un positivo previo con la técnica estándar. Inicialmente se
   mantuvo el tratamiento con ADL en 5 pacientes, los cuales acabaron
   resultando positivos con la técnica estándar entre 2 y 6 meses tras el
   positivo con disociación. Finalmente, en los 12 pacientes fue
   necesario un cambio de tratamiento por falta de respuesta clínica,
   optándose por otro anti-TNF ante la evidencia de ADA. La concentración
   máxima de ADL en las muestras con un resultado positivo fue de 1,8
   mg/L y el título de anticuerpos detectados oscilo entre 35 y 282
   UA/mL.
   No se detectaron anticuerpos anti-IFX ni anti-ETN tras la
   acidificación de las muestras con concentraciones infraterapéuticas de
   estos dos fármacos.
   Conclusiones: 1) El pre-tratamiento ácido de las muestras aumenta la
   sensibilidad del ensayo de detección de anticuerpos anti-fármaco
   disgregando posibles complejos fármaco-anticuerpo. 2) La
   monitorización de inmunogenicidad en pacientes con niveles
   infraterapéuticos de ADL, siguiendo un protocolo de disociación ácida,
   nos ha permitido detectar de manera precoz la presencia de ADA en
   estos pacientes contribuyendo a la optimización del tratamiento. 3) En
   base a nuestra experiencia recomendamos su aplicación en el caso de
   pacientes con una concentración valle de ADL inferior a 2 mg/L
   siguiendo la pauta estándar.
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