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RESUMEN

INTRODUCCION: La monitorizacién terapéutica (TDM) de infliximab (IFX) y adalimumab (ADL)
en pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal (Ell) optimiza los resultados de la terapia
bioldgica. El ensayo mas utilizado para la TDM se basa en inmunoabsorcion enzimatica (ELISA).
No obstante, el reciente desarrollo de técnicas Point of Care (POC) basadas en
inmunocromatografia de flujo lateral (Quantum Blue®) supone una gran ventaja ya que permite

tomar decisiones inmediatas mejorando la efectividad de la TDM.

OBJETIVOS: Evaluar el rendimiento de Quantum Blue® mediante su comparacidn con la técnica

de referencia ELISA para la TDM de pacientes con Ell en tratamiento con IFX o ADL.

METODOLOGIA: Estudio prospectivo, observacional y unicéntrico realizado en 354 muestras de
sangre de pacientes con Ell en tratamiento con IFX o ADL. Las muestras se analizaron mediante
ELISA y Quantum Blue®. La correlacidn entre ambos ensayos se determind utilizando el
coeficiente de Pearson y el analisis de regresidon Passing-Bablok. Las diferencias cuantitativas se
obtuvieron a través del analisis grafico Bland-Altman y la prueba t-Student. Para la comparacion
cualitativa se determind el coeficiente kappa tras la estratificacion de los resultados segun

intervalos terapéuticos: < 3, 3-8, > 8 (ug/mL) para IFXy <5, 5-12, > 12 (ug/mL) para ADL.

RESULTADOS: Se midieron los niveles de IFX en 217 muestras. Ambos métodos mostraron una
alta correlaciéon (r=0,867) y una concordancia cualitativa substancial (k=0,72) con un grado de
acuerdo del 78,8%. El grafico Bland-Altman revel6 un bias de -2,27 ug/mL. Igualmente, las 137
muestras de pacientes con ADL analizadas con ambas técnicas mostraron una alta correlacién
(r=0,853) y una concordancia cualitativa casi perfecta (k=0,81) con un acuerdo del 88,3%. En este

caso, la diferencia media obtenida mediante Bland-Altman fue -1,91 pg/mL.

CONCLUSIONES: Los resultados obtenidos mediante Quantum Blue® y ELISA son equivalentes,

por lo que ambos ensayos son equiparables.

Palabras clave: ELISA, Point of Care (POC), monitorizacion terapéutica de farmacos (TDM),

infliximab (IFX), adalimumab (ADL).



ABSTRACT

BACKGROUND: Therapeutic monitoring (TDM) of infliximab (IFX) and adalimumab (ADL) in
patients with inflammatory bowel disease (IBD) optimizes the results of biological therapy. The
most widely used assay for TDM is based on enzyme immunoabsorption (ELISA). However, the
recent development of Point of Care (POC) techniques based on lateral flow
immunochromatography (Quantum Blue) is a great advantage as it allows making immediate

decisions improving the effectiveness of TDM.

AIM: To evaluate Quantum Blue’s performance by comparing it with the ELISA reference

technique for TDM in patients with IBD in treatment with IFX or ADL.

METHODS: Prospective, observational and unicentric study performed in 354 blood samples
from patients with IBD in treatment with IFX or ADL. Samples were analyzed using ELISA and
Quantum Blue. The correlation between the two trials was determined using the Pearson
coefficient and the Passing-Bablok regression analysis. Quantitative differences were obtained
through Bland-Altman graphical analysis and the t-Student test. For qualitative comparison, the
kappa coefficient was determined after stratification of the results according to therapeutic

intervals: < 3, 3-8, > 8 (ug/mL) for IFX and < 5, 5-12, > 12 (pg/mL) for ADL.

RESULTS: IFX levels were measured in 217 samples. Both methods showed a high correlation
(r=0,867) and a substantial qualitative concordance (k=0,72) with an agreement degree of 78,8%.
The Bland-Altman graph revealed a bias of -2,27 pug/mL. Likewise, the 137 samples of patients
with ADL analyzed with both techniques showed a high correlation (r=0,853) and a near-perfect
qualitative concordance (k=0,81) with an agreement of 88,3%. In this case, the mean difference

obtained by Bland-Altman was -1,91 pg/mL.

CONCLUSIONS: The results obtained by Quantum Blue and ELISA are equivalent, so both tests

are comparable.

Keywords: ELISA, Point of Care (POC), therapeutic drug monitoring (TDM), infliximab (IFX),
adalimumab (ADL).
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1. INTRODUCCION

1.1. Enfermedad inflamatoria intestinal

Las enfermedades inflamatorias intestinales (Ell) son enfermedades inmunomediadas
desencadenadas por una respuesta anormal a factores ambientales y genéticos que provocan
una disbiosis en el intestino que termina dafiando la mucosa intestinal (Merino y Sanchez, 2022;

Seyedian et al., 2019).

Aunque la causa exacta de la Ell se desconoce, la hipdtesis mds aceptada en la actualidad
sostiene que se debe a factores ambientales (tabaco, dieta, estrés, infecciones bacterianas
recurrentes...) que aumentarian la permeabilidad de la barrera epitelial intestinal en sujetos
genéticamente predispuestos. Esto provocaria la translocacion de bacterias comensales y
productos microbianos pertenecientes a la flora intestinal normal hacia la pared del tubo
digestivo, desencadenando una respuesta inmunitaria aguda mediada por células (linfocitos T)

(Shanahan, 2002).

En condiciones normales, las células presentadoras de antigeno (células dendriticas vy
macrdfagos) presentes en la mucosa van a activar a los linfocitos T y el resultado es la produccion
de citoquinas de tipo Twl, T2, Tu3 y Trl que van a generar un exceso de citoquinas
proinflamatorias para combatir al agente patégeno. Una vez eliminado dicho patégeno, las
citoquinas antiinflamatorias detienen el proceso inflamatorio. Por el contrario, en los pacientes
qgue padecen Ell, esta mucosa se encuentra alterada (Valdés, 2020). La produccién excesiva de
citoquinas proinflamatorias unido a un fallo en los mecanismos reguladores antiinflamatorios

provoca la inflamacién crénica del intestino y la destruccion tisular (Neurath, 2014).

Por tanto, la Ell es el resultado de la interaccién entre factores genéticos, ambientales y

microbianos (Almradi et al., 2020).

El nimero de pacientes con esta enfermedad estd aumentando progresivamente. La localizacion
geografica (paises desarrollados), la dieta (alcohol, café, alimentos grasos, refrescos, comidas
picantes, productos lacteos...), las edades tempranas (15-35), el uso de antibidticos o el estrés
son factores que aumentan su prevalencia e incidencia ya que pueden desencadenar su

aparicion o recaidas (Ng et al., 2017; Sairenji et al., 2017; Seyedian et al., 2019).

1.2. Clasificacion y tipologia de la enfermedad inflamatoria intestinal

Las principales formas de Ell son la colitis ulcerosa (CU) y la enfermedad de Crohn (EC), ambas
caracterizadas por ser enfermedades crdnicas, de origen idiopatico y con una amplia variabilidad

clinica y evolutiva que provocan la inflamacidn del tracto gastrointestinal. Ademas, comparten



algunos sintomas entre los que destacan diarrea, pérdida de peso y apetito, fiebre y/o anemia
(Seyedian et al., 2019). Cuando es imposible distinguir si la Ell se trata de CU o de EC, hablamos
de colitis indeterminada. Ocurre en el 5-15 % de los casos y es mas comun en nifios que en
adultos. En todas ellas se alternan periodos de actividad o recaida y periodos de remision
asintomaticos, ambos de duracién impredecible (Baumgart y Sandborn, 2007). Hasta el 90% de
los pacientes tendrdn una o mas recaidas tras el primer brote y la recaida temprana o
enfermedad activa durante los dos primeros afios se relaciona con un prondstico desfavorable

de la enfermedad (Lamb et al., 2019).

La CU afecta principalmente a la mucosa del colon y al recto y produce una inflamacién continua
y difusa. Son comunes las heces con sangre, pus y moco (Lamb et al., 2019). En cambio, la EC
puede afectar a cualquier parte del tubo digestivo desde la boca hasta el ano y a todas sus capas
(mucosa, serosa o muscular) y provoca una inflamacion segmentaria o parcheada (figura 1). Son
caracteristicas las heces pastosas (raramente con sangre) y sintomas tales como dolor abdominal
y malabsorcién (déficit de folato, vitamina D y vitamina B12) (Seyedian et al., 2019). También es

frecuente la aparicion de complicaciones como ulceras, fistulas, abscesos y estenosis (Williams

et al,, 1981).
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Figura 1. Principales sintomas y patrdn inflamatorio de los pacientes que padecen colitis ulcerosa
o enfermedad de Crohn. Adaptado de Clinica Universidad de Navarra, disponible en:

https://www.cun.es/enfermedades-tratamientos/enfermedades/enfermedad-crohn



https://www.cun.es/enfermedades-tratamientos/enfermedades/enfermedad-crohn

Las dos formas predominantes de Ell también se diferencian en el patrén de citoquinas. La EC
presenta un patrén de citoquinas tipo Tyl que producen IL-2 e IFN-y. Este Ultimo activa a los
macrdéfagos, que producirdn citoquinas proinflamatorias (TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, IL-18). En
cambio, la CU presenta un patron de citoquinas mixto (Tal y Tu2). Las citoquinas tipo Tn2
producen IL-4, IL-5 e IL-10 y activan a las células natural killer (NK), que produciran IL-13 (Fuss et

al., 2004; Neurath, 2014; Shanahan, 2002; Valdés, 2020).

1.3. Diagndstico de la enfermedad inflamatoria intestinal

Ante la sospecha de Ell, la principal prueba para establecer un diagnéstico diferencial es la
ileocolonoscopia con toma de biopsias, radiologia y/o bioquimica unido a la clinica del paciente
(Nikolaus y Schreiber, 2007). Dado que los sintomas son muy inespecificos se podrian confundir
con el sindrome de intestino irritable (Sll). Para diferenciar la Ell y el Sll se miden los niveles de
calprotectina fecal, un biomarcador de inflamacién intestinal que determina la presencia y/o
grado del proceso inflamatorio y sus niveles son superiores en Ell en comparacion con el Sll. Otro
reactante de fase aguda que se utiliza es la proteina C reactiva (PCR), un marcador seroldgico
con menor especificidad ya que se eleva en cualquier proceso inflamatorio, independientemente

de su origen (Rodriguez-Moranta et al., 2012).

1.4. Tratamiento de la enfermedad inflamatoria intestinal

La Ell influye considerablemente en la calidad de vida de los pacientes, pudiendo llegar a ser
invalidante. Por ello, es fundamental un diagndstico precoz y una intervencion rdpida y eficaz
para modificar su curso clinico y que el paciente pueda desarrollar una actividad personal, social

y laboral con normalidad (Merino y Sanchez, 2022).

El tratamiento no es especifico sino individualizado y tiene como objetivos minimizar los
sintomas, evitar la aparicion de brotes y/o complicaciones, alcanzar la remision de la enfermedad
y prevenir su progresion, siendo el fin Gltimo la curacidn de la mucosa intestinal (Neurath, 2013;
Nufez et al., 2018; Sairenji et al., 2017; Strik et al., 2016). Los avances en el conocimiento sobre
los mecanismos fisiopatoldgicos (informacidn genética, cascada inflamatoria...) han permitido

pasar de una terapia empirica a una terapia basada en la evidencia cientifica (Shanahan, 2002).

El tratamiento farmacolégico de eleccién depende de la localizacién y extensidon de la
inflamacidn, la gravedad de los sintomas, los efectos secundarios y las caracteristicas y respuesta
del paciente (Seyedian et al., 2019). Una elevada extensién, el sexo masculino, la edad joven y
marcadores inflamatorios elevados en el momento del diagndstico aumentan la probabilidad de

colectomia, reservada como ultimo recurso (Lamb et al., 2019).



Como terapia de primera linea o terapia convencional para CU y EC en fase activa de leve a
moderada se utilizan los aminosalicilatos (5-ASA o mesalazina) o derivados de ellos
(sulfasalazina) por via oral, tdpica o rectal. Cuando no hay respuesta o hay intolerancia al 5-ASA
y en los casos de CU y EC de moderada a grave, se utilizan corticosteroides (prednisolona,
budesonida, dipropionato de beclometasona) por via oral, rectal o intravenosa si hay
hospitalizacion. Tienen una eficacia superior a los primeros, pero su uso se reserva a casos graves
debido a que provocan efectos secundarios sistémicos significativos. Si no hay respuesta tras 2
semanas de tratamiento con corticosteroides o aparece dependencia a ellos, se pueden usar

inmunosupresores como inhibidores de la calcineurina (ciclosporina A).

Por otro lado, si hablamos de Ell en fase de mantenimiento, donde el objetivo es disminuir el
riesgo y frecuencia de los brotes, la terapia estandar serd de nuevo 5-ASA para CU y, en casos
refractarios al 5-ASA en CU y como primera linea en EC, se utilizan tiopurinas (azatioprina, 6-

mercaptopurina) o metotrexato (Lamb et al., 2019).

Todos estos farmacos se pueden utilizar solos o en combinacidn para optimizar el tratamiento

(Sairenji et al., 2017; Seyedian et al., 2019).

Si el paciente no responde a este tratamiento convencional (fallo primario), pierde la respuesta
con el tiempo (fallo secundario) o presenta alguna intolerancia o contraindicacién al mismo,
recurrimos a la terapia bioldgica, sola o en combinacién con inmunosupresores. Los farmacos
bioldgicos son moléculas de grandes dimensiones formadas por proteinas que se obtienen a
partir de microorganismos vivos (Valdés, 2020). Entre las caracteristicas de estos farmacos
destacan su gran selectividad, alta eficiencia y baja toxicidad (Cai et al., 2021). Se trata de una
opcion terapéutica reciente que ha disminuido significativamente la morbilidad, mortalidad,
hospitalizaciones y cirugias asociadas a Ell, mejorando asi la calidad de vida de los pacientes

(Vogelaar et al., 2009; Weisshof et al., 2018).

Las citoquinas proinflamatorias y antiinflamatorias, las células implicadas en la cascada
inflamatoria y los mecanismos que participan en el reclutamiento de linfocitos en el lugar de la
inflamacién van a ser las dianas de las terapias bioldgicas ya que estan implicados en la

patogénesis de la Ell (Valdés, 2020).

Los primeros biolégicos aprobados en Europa para el tratamiento de la Ell fueron los agentes
anti-TNFa, entre los que encontramos Infliximab (IFX), Adalimumab (ADL) y Golizumab (GOL).
Estos farmacos son inhibidores del factor de necrosis tumoral a (TNFa), un potente inductor de
la inflamacion. Se unen con alta afinidad tanto a la forma soluble como a la forma

transmembrana del TNFa bloqueandolo (Billiet et al., 2014; Bradley, 2008).
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El TNFa se relaciona también con otras enfermedades autoinflamatorias como son la artritis
reumatoide y psoridsica, la espondilitis anquilosante y la psoriasis. Sin embargo, pese a que los
anti-TNFa también estan indicados para estas patologias, donde verdaderamente encuentran su
nucleo de actuacién es en las Ell debido a las limitadas opciones terapéuticas, al contrario de lo
que ocurre en el resto de las enfermedades inflamatorias previamente enumeradas (Bradley,

2008; Casteele et al., 2015; Monaco et al., 2014; Sanchez et al., 2008).

Los distintos anti-TNFa se diferencian en su naturaleza: IFX es un anticuerpo monoclonal
quimérico (murino y humano); ADL es un anticuerpo monoclonal humano recombinante
obtenido a partir de células de ovario de hamster chino; y GOL es un anticuerpo monoclonal
humano (Bhattacharya y Osterman, 2020). Este ultimo esta indicado Gnicamente parala CUy su
uso no estd muy extendido. Por ello, nos vamos a centrar en el tratamiento de Ell con IFXy ADL.
El primero se administra por via intravenosa en la unidad de dia de los hospitales, mientras que
el segundo se puede autoadministrar por via subcutanea. La dosis de ambos varia en funcién de
la fase clinica en la que se encuentre el paciente (induccidn o mantenimiento) (Merino y Sanchez,

2022).

A pesar de su eficacia demostrada, del 13-40% de los pacientes no responden favorablemente al
farmaco durante la fase de induccidn (fallo primario) y del 23-46% pierden la respuesta con el
tiempo durante la fase de mantenimiento desencadenando un brote (fallo secundario), sobre
todo durante el primer afio (Ben-Horin et al., 2013; Cai et al., 2021; Ding et al., 2016). Esto puede
ocurrir cuando la principal via de inflamacion es independiente del TNFa (fallo farmacodinamico)
o cuando no se alcanza la concentracidn minima eficaz para que el fdrmaco ejerza su accién en
el érgano diana (fallo farmacocinético), ya sea por mecanismos inmunomediados (formacion de
anticuerpos) o por mecanismos no inmunomediados (aumento del aclaramiento del farmaco)

(Facchin et al., 2021; Pérez et al., 2018; Valdés, 2020).

La causa mas frecuente de fracaso del tratamiento con terapias bioldgicas, debido a su naturaleza
proteica, va a ser la inmunogenicidad. Este fendmeno estd marcado por la presencia de
anticuerpos anti-farmaco (AAF) (Detrez et al., 2017). El mecanismo de accién de los AAF puede
ser directo o indirecto. Pueden neutralizar a los fairmacos directamente impidiendo su unién a la
diana (anticuerpos neutralizantes) o bien, pueden formar inmunocomplejos que aceleran el
aclaramiento plasmatico de los mismos, disminuyendo asi su concentracion sérica (anticuerpos
no neutralizantes). En cualquier caso, el resultado es la reduccién del efecto terapéutico (Ben-

Horin et al., 2013).



Los factores que influyen en la inmunogenicidad de los anti-TNFa son el tipo de anticuerpo
monoclonal (quimérico tiene mayor riesgo que humano), la estructura tridimensional o
modificaciones transcripcionales, la via de administracién, el uso concomitante de
inmunosupresores (la terapia combinada es mas efectiva que la monoterapia ya que previene la
formacidn de AAF y mejora la farmacocinética del bioldgico) y las caracteristicas individuales del
paciente (Baert et al., 2003; Colombel et al., 2010; Nufiez et al., 2018; Ungar et al., 2016). Algunas
de las causas que originan esta variabilidad interindividual son el sexo, el indice de masa corporal
(IMC), la carga inflamatoria o extensidn, la gravedad de la enfermedad o la existencia de
polimorfismos genéticos que afecten al sistema reticuloendotelial responsable del catabolismo

de estos farmacos (Alafion et al., 2020; Moss, 2014).

Los anti-TNFa son la terapia bioldgica de primera linea. Cuando no hay respuesta o existe
intolerancia pasamos a vedolizumab (VED) como segunda linea de tratamiento, seguido de
ustekinumab (UST) como tercera linea. Como ultima opcion se utiliza tofacitinib, el cual no se

incluye dentro de los fadrmacos bioldgicos.

VED es un anticuerpo monoclonal humanizado de tipo Ig G1 que actua especificamente a nivel
intestinal, por lo que tiene pocos efectos a nivel sistémico. Este farmaco es un antagonista de la
integrina asP7, una molécula de adhesidn linfocitaria que se expresa mayoritariamente en la
membrana de los linfocitos T colaboradores (Tw) e impide su migraciéon al intestino (Rosario et

al., 2015; Soler et al., 2009; Wyant et al., 2016).

UST es un anticuerpo monoclonal humano Ig G1 que se une a la subunidad p40 que comparten
las IL-12 e IL-23 y las inhibe, impidiendo la activacién linfocitaria (linfocitos NK o Th CD4+)
(Almradi et al., 2020; Feagan et al., 2016).

Tofacitinib es un inhibidor de las vias de sefializacidn de las JANUS (JAK) quinasas. Es una opcién
muy atractiva dadas sus ventajas de administracion oral, buena biodisponibilidad y ausencia de
inmunogenicidad ya que es una molécula sintética muy pequefia. Su Unico inconveniente es la

poca experiencia de uso (Danese et al., 2018; Sandborn et al., 2017; Tran et al., 2019).

En caso de que se agoten todas las opciones terapéuticas sin obtencion de resultados
beneficiosos se recurre al tratamiento quirurgico, siempre como ultima opcion (Seyedian et al.,

2019).

En la figura 2 podemos ver una sintesis en forma de esquema de todo el tratamiento

farmacoldgico anteriormente detallado e indicado para las dos formas predominantes de Ell.
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1.5. Monitorizacion terapéutica de farmacos en enfermedad inflamatoria intestinal

1.5.1. Definicién y objetivos de la TDM

Una buena forma de prevenir la pérdida de respuesta a las terapias biolégicas es la
monitorizacidn terapéutica de farmacos (TDM), que consiste en monitorizar las concentraciones
plasmaticas del farmaco y/o de los AAF. Su objetivo es la optimizacidn e individualizacién de la
posologia (dosis minima eficaz) y es muy util para el control de la sintomatologia, la gestién del
tratamiento y la evaluacion de la adherencia (Spencer y Dubinsky, 2017). Ademds, permite la
deteccidén de falta de respuesta ya sea por la farmacocinética o por la farmacodinamica, el
estudio de la inmunogenicidad y la toma de decisiones terapéuticas (intensificacién/reduccion
de dosis o intervalo, adicidn de un inmunosupresor o cambio a bioldgico de la misma o distinta
clase terapéutica) (figura 3 y 4) (Facchin et al., 2021; Rocha et al., 2019). A la hora de iniciar,
suspender o modificar un tratamiento siguiendo un enfoque basado en la TDM es importante
integrar a las concentraciones plasmaticas de farmaco o AAF obtenidas, los sintomas que

presenta el paciente y los niveles de biomarcadores (Magro et al., 2017).

1.5.2. Puntos de corte de los farmacos biolégicos para la TDM

Se han establecido puntos de corte para evaluar las concentraciones plasmaticas del farmaco
que dan lugar a una respuesta terapéutica positiva en la Ell (tabla I). La concentracion objetivo
varia entre los distintos bioldgicos y, a su vez, varia seglin el momento de la extraccidn, segun el
fenotipo de la enfermedad y segun el objetivo terapéutico (remisién clinica vs curacion de la
mucosa) (Megna y Vaughn, 2022). Este rango terapéutico sugerido es objetivo y orientativo, es
decir, no existe un punto de corte universal para alcanzar niveles éptimos de biolégicos en sangre
debido a su estrecho margen terapéutico y a la gran variabilidad farmacocinética interindividual
(concentracidn sérica de albimina, sexo, IMC...) (Merino y Sanchez, 2022). A pesar de ello,
cuanto mayor sea la concentracion sérica, mayor probabilidad de remisidn clinica y endoscdépica
(Yarur et al., 2016). Por ejemplo, niveles altos de IFX estan asociados a la curacion de fistulas
perianales en pacientes con EC (Yarur et al., 2017). Ademds, niveles bajos de farmaco aumentan
el riesgo de aparicion de AAF y enfermedad activa. Por consiguiente, a medida que nuestro
objetivo se vuelva mas ambicioso, mayor concentracion serd necesario alcanzar (Rocha et al.,

2019).

En base a las estimaciones de parametros farmacocinéticos y a los modelos poblacionales
optimizados, los farmacéuticos de la Unidad de Farmacocinética clinica interpretan las
concentraciones séricas del fdirmaco obtenidas y realizan recomendaciones (individualizacion

posoldgica) con ayuda de esquemas predisefiados (figura 3 y 4) (Alafidn et al., 2020). Este ajuste
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de dosis en funcién de la concentracion plasmatica del bioldgico y de la clinica del paciente se
asocia a mejores resultados endoscdpicos y cicatrizacidon de la mucosa (Nasser et al., 2018). Se
trata de una herramienta muy valiosa teniendo en cuenta las pocas alternativas terapéuticas
disponibles en caso de que fracase la terapia con anti-TNFa (Alaiidn et al., 2020). Ademas, la
TDM supone un importante ahorro de los costes sanitarios sin impacto negativo en la eficacia
clinica en comparacidn con el ajuste empirico de la dosis (Martelli et al., 2016; Papamichael et
al., 2019; Pérez et al., 2018; Steenholdt et al., 2013b) ya que optimiza el uso de los agentes

bioldgicos, los cuales son farmacos muy caros (Strik et al., 2016).

1.5.3.Actitud proactiva y reactiva

La TDM se puede realizar de forma reactiva o proactiva. Cuando se realiza por ausencia de
respuesta a los farmacos bioldgicos durante un brote (fallo terapéutico) o por efectos adversos
como artralgias, parestesias o infecciones recurrentes (sobre todo de las vias respiratorias
superiores), hablamos de TDM reactiva. En cambio, cuando se realiza tras la respuesta al
tratamiento de induccién y se repite durante el tratamiento de mantenimiento buscando la
optimizacién de éste, hablamos de TDM proactiva (Megna y Vaughn, 2022). La mayoria de las
interconsultas de TDM de terapias biolégicas en pacientes con Ell son proactivas y su principal
finalidad es el control de la terapia de mantenimiento, la reduccidn del riesgo de efectos adversos
o futuras recaidas, el ahorro de costes y la identificacién de la causa de los fracasos terapéuticos
incluso antes de que se manifiesten los sintomas clinicos. Por tanto, permite mejorar y anticipar

las decisiones clinicas (Alafién et al., 2020).

1.5.4. Técnicas analiticas para la TDM

Se han desarrollado, validado y comercializado varias técnicas analiticas para la TDM de farmacos
bioldgicos y se dividen en “drug-sensitive” y “drug-tolerant” (tabla Il). Las principales técnicas
“drug-sensitive” son el ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA), la
inmunocromatografica de flujo lateral (ICFL), el radioinmunoensayo (RIA) y el ensayo por
guimioluminiscencia (CLIA). Son técnicas menos costosas, pero no detectan AAF en presencia de
farmaco libre en la muestra de suero. En cuanto a las técnicas “drug-tolerant” destacan el ensayo
de desplazamiento de movilidad homogénea (HMSA), el inmunoensayo de
electroquimioluminiscencia (ECLISA), el ensayo de gen informador (RGA) y la cromatografia
liquida con espectrometria de masas (LC-MS/MS). A diferencia de las primeras, estas técnicas
permiten cuantificar AAF en presencia de farmaco libre gracias a un paso previo de disociacion
acida. La eleccién de la técnica analitica es importante a la hora de interpretar los resultados

obtenidos (Mitrev y Leong, 2017; Willrich et al., 2015).
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De todas ellas, la técnica de referencia es ELISA, un ensayo sensible, especifico y econdmico. Se
trata de un enzimoinmunoanalisis de tipo sandwich: en una placa de 96 pocillos se fija un
anticuerpo especifico contra el antigeno que se quiere detectar (en este caso TNFa). A
continuacidn, se aflade la muestra de suero del paciente y se formaran conjugados antigeno-
anticuerpo en caso de que esté presente el TNFa (unido al farmaco o al AAF). Tras un lavado se
afiade un segundo anticuerpo marcado con una enzima y dirigido contra el farmaco/AAF.
Después de un segundo lavado se anade el sustrato sobre el que actua la enzima. La aparicidon
de un producto coloreado indica que la enzima esta presente y, por tanto, el farmaco/AAF al que
se ha unido también. Por ultimo, se mide la intensidad del color obtenido mediante

espectrofotometria para cuantificar el resultado (Tabatabaei y Ahmed, 2022).

El problema de ELISA es que requiere mucho tiempo (4-8 horas) y la acumulacidon de un nimero
suficiente de muestras para que sea rentable, por lo que retrasa la obtencién de los resultados
y el ajuste terapéutico en funcién de la dosis objetivo. Para superar estas limitaciones se han
desarrollado recientemente ensayos Point of Care (POC) que permiten la obtencién de
resultados en un tiempo breve (15-20 minutos), el analisis individual de las muestras y tienen
una efectividad equivalente a la técnica de referencia (Curci et al., 2019; Novakovic et al., 2019;
Rocha et al., 2019). Un ejemplo de ellos es el Quantum Blue®, un inmunoensayo de flujo lateral
de tipo sandwich utilizado para la TDM de IFX, anti-IFX, ADL y anti-ADL. La técnica consta de un
casete de prueba en el que se introduce la muestra de suero diluida con un tampén de
incubacién (1:20). A continuacidn, la muestra migra a través de la membrana analitica, donde el
TNFa presente en el suero se conjugara con coloides de oro del casete. El resultado es la
aparicion de una linea control (C) que corresponde al conjugado oro-TNFa libre. Existe una
segunda linea, llamada linea de test (T), que contiene un anticuerpo monoclonal altamente
especifico del fdrmaco que se quiere cuantificar. En caso de que dicho farmaco esté presente,
esta linea se colorea debido a que el anticuerpo previamente mencionado ha retenido el
conjugado de oro-TNFa-farmaco. Si la prueba es positiva se mide cuantitativamente la intensidad
de la sefial de la linea de test mediante el Quantum Blue® Reader (Bihlmann, 2018). La Unica
desventaja de esta técnica es que sélo detecta la presencia o no de los AAF (medida cualitativa),
mientras que ELISA permite su cuantificacién. En la tabla 3 podemos ver una sintesis de todas

las ventajas que ofrece la prueba POC frente a ELISA.

Este estudio ofrece una comparacion entre una técnica POC (Quantum Blue®) y la técnica de
referencia ELISA mediante distintos métodos estadisticos para verificar si son equiparables dada
la gran ventaja que supone la posibilidad de tomar decisiones fundamentadas inmediatas en la

atencion clinica.
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» MESALAZINA « BUDESOMIDA
« SULFASALAZINA « BECLOMETASONA
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EPEMDENCIA

INHIBIDORES DE LA
CALCINEURINA
« CICLOSPORINA A

_W

CASE MANTENIMIEN@

AMINOSALICILATOS

Colitis
+ MESALAZINA
+ FALLO PRIMARIO ulceroso + SULFASALAZINA
+ FALLO SECUNDARIO
+ INTOLERANCIA
« CONTRAINDICACION NO RESPUESTA

TIOPURINAS METOTREXATO
CROHN « AZATIOPRINA
+ 6-MERCAPTOPURINA

1. ANTI-TNFa (IFX, ADA, GOL)
2. VEDOLIZUMAE
3. USTEKINUMAB
4, TOFACITINIB

Figura 2. Algoritmo de tratamiento farmacoldgico en enfermedad inflamatoria intestinal.

Fuente: elaboracién propia.

Tabla 1. Puntos de corte sugeridos de las concentraciones de farmacos bioldgicos en suero para

alcanzar remision o curacion en la enfermedad inflamatoria intestinal.

Nota. Adaptado de la Guia de prdctica farmacéutica en enfermedad inflamatoria intestinal (p.70)

de la SEFH (Merino y Sdnchez, 2022)

Puntos de corte para Puntos de corte para
Farmaco Fase del alcanzar la respuesta o la curacion de la
biolégico tratamiento remision (ug/mL) mucosa (ug/mL)
INFLIXIMAB Induccion (semana >20 >25

2)

Induccion (semana >16-18 *

6)

Fin de induccién 25 27

(semana 14)

Mantenimiento >3 27
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ADALIMUMAB Induccion (semana 27 >12

4)
Mantenimiento >5 >8
GOLIMUMAB Fin de induccion >2,5 *

(semana 14)

Mantenimiento 21 *
VEDOLIZUMAB Induccién >28 *

(semana 2)

Induccién (semana >20 *

6)

Fin de induccidn >15 217

(semana 14)

Mantenimiento 212 214
USTEKINUMAB Fin de induccion >3,5 27

(semana 8)

Mantenimiento 21 24,5

* Ausencia de informacion verificada.

PERDIDA o AUSENCIA DE
RESPUESTA A TERAPIA

BIOLOGICA
]
Concentraciones Concentraciones Baja concentr‘acién
supraterapéuticas en rango 0 concentraciones
terapéutico indetectables

1. Descartar sobreinfeccién
o complicacién local 1. Descartar sobreinfeccion

o complicacidn local

2. Cambiar a bioldgico de - .
distinta clase terapéutica 2. Intensificar tratamiento .
+ afiadir inmunosupresor AAF mdet,eCtables AAF altos
o bajos
1. Comprobar adherencia
al tratamiento
2. ARadir 2. Cambio a biolégico

3. Cambio a bioldgico de
distinta clase terapéutica

~ 1. Intensificar dosis
4. Cirugia

inmunosupresor de la misma clase
P terapeéutica
3. Escalada terapéutica

(acortar intervalo o
intensificar dosis)

3. Cambio a biologico
de distinta clase
terapéutica

Figura 3. Algoritmo de interpretacion de los resultados de la monitorizacion terapéutica de
fdrmacos bioldgicos en pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal siguiendo una actitud

REACTIVA y en base a los valores recogidos en la tabla 1. AAF, anticuerpos anti-farmaco.
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BUENA RESPUESTA A
TERAPIA BIOLOGICA

. . Baja concentracién o
Concentraciones Concentraciones en rango "
supraterapéuticas terapéutico concentraciones
indetectables
Desescalada terapéutica: —I Mantener la misma dosis

1. Desintensificar dosis

2. Aumentar intervalo

AAF indetectables o bajos AAF altos

1. Cambio a biolégico de la
misma clase

2. Escalada terapéutica farmacoterapeutica
(acortar intervalo o
intensificar dosis)

1. Afiadir inmunosupresor L]

2. Cambio a biologico de
distinta clase

Figura 4. Algoritmo de interpretacion de los resultados de la monitorizacion terapéutica de
fdrmacos bioldgicos en pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal siguiendo una actitud

PROACTIVA y en base a los valores recogidos en la tabla 1. AAF, anticuerpos anti-fadrmaco.

Nota. Figuras 3 y 4 adaptadas de la “Guia de prdctica farmacéutica en enfermedad inflamatoria
intestinal” (p.83) de la SEFH (Merino y Sanchez, 2022) y de “Monitorizacién farmacocinética de

terapias bioldgicas en enfermedad inflamatoria intestinal” (p.3) por Alafién et al., 2020.

Tabla 2: Tipos de ensayos para medir los niveles de farmaco bioldgico o anticuerpos anti-
fdrmaco en sangre.
Nota. Adaptado de “Therapeutic drug monitoring of anti-tumour necrosis factor-a agents in

inflammatory bowel disease” (p.27) por Mitrev y Leong, 2017.

Ensayo en fase sélida: la Poco costoso, sencillo, No detecta AAF en

ELISA placa de pocillos se especifico, presencia de farmaco
(sandwich) recubre con un automatizado. libre, no distingue AAF
anticuerpo especifico del neutralizantes y no
antigeno diana con el neutralizantes, limite de
farmaco/AAF y se forman deteccion bajo por
inmunocomplejos. El AAF multiples pasos de
de deteccidn esta unido a lavado, mayor tasa de
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RIA

CLIA

ICFL

una enzima que producira
una reaccién de color que
se medira por

espectrofotometria.

La unién del antigeno Mas sensible, puede

diana vy la deteccién del detectar
anticuerpo se producen concentraciones mas
en fase fluida. El bajas. Especifica.
anticuerpo de deteccién

se marca con un

radioisétopo emisor de

radiacidon y que se medira

con un contador Geiger.

El fArmaco o AAF se Rapida, sencilla
captura a través de

microparticulas

magnéticas que se uniran

a un conjugado marcado

con éster de acridinio

dando lugar a una

emision de luz visible.

Migracién del farmaco o Rapida, sencilla, facil
AAF a través de una uso.

membrana analitica con

coloides de oro y con un

anticuerpo monoclonal

altamente especifico

inmovilizado formando

conjugados que provocan

una reaccién de color que

se medird con un lector.

falsos positivos y

negativos.

No detecta AAF en
presencia de fdrmaco
libre, no distingue AAF
neutralizantes y no
neutralizantes, compleja,
requiere radioisdtopos e
instalaciones y personal

especializados.

No detecta AAF en
presencia de fdrmaco
libre, no distingue AAF
neutralizantes y no
neutralizantes, mas caro

que ELISA.

No detecta AAF en
presencia de farmaco
libre, no distingue AAF
neutralizantes y no
neutralizantes, mas caro
que ELISA, solo deteccién
cualitativa de AAF,
requiere un lector

especifico.
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HMSA

ECLISA

Ensayo en fase fluida con  Mas sensibles a

previa disociacion acida. concentraciones bajas,
En la muestra de suero, detectan AAF en
se agrega el fdrmaco anti- presencia de farmaco
TNFa o el TNFamarcado  libre.

con fluorescencia, en

funcién de lo que se

quiera medir: AAF o

farmaco anti-TNFq,

respectivamente. Los

complejos que se forman

se disocian y cuantifican

utilizando la técnica de

cromatografia liquida de

alta resolucién con

exclusion de tamafios.

Ensayo en fase fluida con  Mads sensibles a

previa disociacion acida. concentraciones bajas,
Se utiliza un AAF detectan AAF en
monoclonal unido a una presencia de farmaco
microparticula magnética libre.

para capturar al antigeno

diana. Luego, esta

microparticula se unird a

un electrodo magnético.

El antigeno se detectara

con un segundo

anticuerpo rutenilado

que emite fotones tras la

aplicacion de un voltaje

por parte del electrodo.

No distingue AAF
neutralizantes y no
neutralizantes, analisis
lento, mas caros y
complejos ya que
requieren instalaciones y

personal especializados.

No distingue AAF
neutralizantes y no
neutralizantes, mas caros,
requieren instalaciones y

personal especializados.
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RGA

LC-MS/MS

Se cultivan células Distingue AAF

funcionales que expresan  neutralizantes y no
receptores de TNFa neutralizantes,
vinculados a un gen universal, rapido
informador y se afiade el

TNFa y el suero del

paciente a la muestra. Se

cuantifica directamente la

actividad anti-TNFa en la

muestra de suero

midiendo la cantidad de

interferencia en la unién

de TNFa.

Purificacidn y digestién Sensible, rentable y

de la muestra con tripsina preciso.
y separacion de péptido
caracteristico de IFX

mediante cromatografia

liquida en fase inversa

seguida de

espectrometria de masas

utilizando un biosimilar

de IFX marcado con

isdtopos estables como

estandar interno.
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Necesidad de cultivo de
células vivas,
complicados, caros,
requieren instalaciones y

personal especializados.

Requiere la
determinacion de un
estandar interno, tiempo
de trabajo prolongado y

laborioso.



Tabla 3: Ventajas de la prueba Quantum Blue® frente a los kits tradicionales ELISA. Fuente:

elaboracion propia.

Tiempo de respuesta
Ajuste terapéutico
Procesamiento de las muestras

Laboratorio

Personal

QUANTUM BLUE®
15-20 minutos
En la misma consulta
Individual
No requiere
instalaciones especificas

Poca experiencia

ELISA
4-8 horas
En la siguiente consulta
Por lote
Requiere instalaciones
especificas

Altamente capacitado

2. OBIJETIVOS

El objetivo principal es evaluar el rendimiento de una nueva técnica Point of care llamada
Quantum Blue® mediante su comparacién con la técnica de referencia ELISA para la
monitorizacién terapéutica de dos farmacos bioldgicos anti-TNFa (Infliximab y Adalimumab)

utilizados en el tratamiento de la enfermedad inflamatoria intestinal.

3. METODOLOGIA

Es un estudio prospectivo, observacional y unicéntrico realizado en pacientes diagnosticados con
Ell (EC o CU) en tratamiento con IFX o ADL en fase de induccién (semana 6-14) o en fase de
mantenimiento (a partir de la semana 14), desde enero de 2022 hasta marzo de 2023. El estudio
se ha llevado a cabo en la unidad de farmacocinética clinica del servicio de Farmacia del Hospital
Universitario Virgen Macarena de Sevilla, Espafa. Se recolectaron un total de 354 muestras de
suero (217 de IFXy 137 de ADL) y los datos fueron registrados en formato electrénico (Microsoft

Excel).

3.1. Procesamiento de las muestras de sangre

Las muestras de sangre venosa se recogen en tubos con gel separador y se toman justo antes de
la administracion de la siguiente dosis (concentraciones valle), cuando se espera que la
concentracion de farmaco sea minima puesto que la evidencia disponible relaciona estos niveles
con la eficacia (Mitrev y Leong, 2017). Una vez que llegan al laboratorio de farmacocinética se
centrifugan durante 5 minutos a 3500 rpm, siempre en un tiempo inferior a 2 horas desde su
extraccion. Posteriormente se extrae el suero con una pipeta volumétrica y se transfiere a un

tubo eppendorf. Las muestras obtenidas se almacenan a -20°C hasta su posterior analisis.

20



En todas estas muestras se cuantificaron los niveles de farmaco mediante ELISA (Promonitor®
IFXv2 y Promonitor® ADLv2, de Progenika Biopharma, Derio, Espafia) y el ensayo POC (Quantum
Blue® Infliximab y Quantum Blue® Adalimumab, de BUHLMANN Laboratories AG, Schénenbuch,

Switzerland) siguiendo rigurosamente las instrucciones del fabricante.

Los kits Promonitor® IFXv2 y Promonitor® ADLv2 se utilizan para la TDM basada en la técnica de
inmunoabsorcidn ligada a enzimas a través del analizador de ELISA Triturus (Grifols), el cual esta
totalmente automatizado. Los limites inferiores y superiores de cuantificacién de farmaco en

suero son 0,3 pg/mLy 21,6 ug/mL para IFXy 0,01 pg/mLy 24,4 pg/mL para ADL.

En cambio, los kits Quantum Blue® Infliximab y Quantum Blue® Adalimumab se usan parala TDM
basada en la inmunocromatografia de flujo lateral in vitro y en formato monotest a través del
analizador Quantum Blue® Reader. Este ensayo requiere una dilucion previa del suero 1:20 con
un tampan de incubacién (20 pg de suero en 380 pg de tampdn). A continuacién, se toman 80
pg del suero diluido y se afaden al puerto de carga del cartucho o casete de prueba.
Transcurridos 15 minutos de incubacién, apareceran dos lineas (control y de test) si el resultado
es positivo o una sola linea (control) si el resultado es negativo. Para que el resultado de la prueba
sea valido debe aparecer siempre la linea control (C). Por Gltimo, el Quantum Blue® Reader mide
la intensidad de la linea de test y el resultado aparece en la pantalla del lector. Su rango de
cuantificacién de farmaco en suero es entre 0,4 ug/mLy 20 pug/mL para IFX y entre 1,3 ug/mLy
35 pg/mL para ADL.

3.2. Analisis estadisticos

Para evaluar la concordancia entre dos métodos analiticos y determinar si son equiparables son
necesarios estudios que garanticen la precisidn y fiabilidad de los resultados obtenidos. El paso
inicial de estos estudios es el andlisis de regresidn, que es util para calibrar una medicién contra
otra o para detectar sesgos entre dos métodos. En este caso, se ha utilizado la regresiéon de
Passing-Bablok, un método vdlido para distribuciones paramétricas y no paramétricas de los
resultados, que tolera valores atipicos puntuales, que no requiere cdlculos ponderados y que se
puede usar cuando ambos métodos estudiados incluyen errores aleatorios. La Unica desventaja

es que requiere la realizacidon de un analisis residual (Bahar et al., 2017; Passing y Bablok, 1983).

El segundo paso es el analisis de correlacién mediante el coeficiente de correlacién de Pearson
(r), el cual oscila entre -1y +1. Requiere una distribucién normal y solo se puede interpretar si el
valor de P es significativo. El nivel umbral de significacion estadistica se fij6 en P<0,05. Este
analisis permite evaluar la relacion lineal entre dos variables y su fuerza, siendo mayor cuanto

mas cerca esté el coeficiente de los extremos (+1). El problema es que sdlo evalula la asociacion
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lineal entre dos medidas analiticas y no las diferencias, por lo que no evalla la concordancia
entre ambas y puede llevar a resultados engafiosos. Por tanto, una alta correlacidon no implica

gue haya una buena concordancia entre los dos métodos (Bahar et al., 2017).

Por ello se recurre al Bland-Altman, un método de verificacidn fiable que permite Ila
comparacién cuantitativa de una nueva técnica analitica con la técnica estandar de referencia
para su futura aplicacién en la practica médica con seguridad, validando asi si este nuevo método
es aceptable o no. Se trata de un método grafico que permite cuantificar las diferencias entre
dos métodos de medida a través de un diagrama de dispersion XY en el que se representa el
promedio de las dos mediciones pareadas en el eje X [(K1+K2) /2] y las diferencias de las mismas
en el eje Y (K1-K2). Una vez obtenido el gréfico y con la ayuda de un software estadistico se
cuantifica el sesgo medio [2(K1-K2) /2] y los limites de concordancia (LOA) superior e inferior
entre las mediciones obtenidas por ambas técnicas (media + 1,96*DE). Con la prueba t-Student
se obtiene la desviacidn estandar (DE), necesaria para obtener los LOA. Los datos utilizados no
deben sobrepasar + 2 el valor de DE para asegurar un intervalo de confianza (IC) del 95%.
Conforme mas se acerquen los valores del sesgo medio a 0, mayor concordancia encontraremos
entre los distintos métodos en comparacién. Al igual que ocurre cuanto menor sea la dispersién
de los puntos y mas préxima se encuentre a la linea que representa el sesgo medio (Dogan,

2018).

Es requisito indispensable un tamafo de muestra adecuado y que las diferencias entre las
variables de medicidn sigan una distribucién normal para verificar la validez del método en
estudio. Por un lado, se necesitd un tamafio de muestra de al menos 99 muestras de sangre para
detectar un 15% de diferencia entre ambas pruebas considerando un a=0,05, una potencia del
80% y una proporcién media del 82,5%. Por otro lado, las variables continuas se han descrito
utilizando la mediana y el rango intercuartilico (IQR). Asimismo, para comprobar la distribucion

normal de se han representado los datos graficamente a través de un histograma.

Los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el lenguaje de programacidon R a través de
RStudio®, version 4.2.3 (R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria) y del sitio web

Method Comparison (shinyapps.io) (Bahar et al.,, 2017). Por motivos estadisticos, hemos

considerado que todas las muestras con valores que sobrepasaban el limite superior de
deteccion en Quantum Blue® y ELISA tenian una concentracidn de 20 pg/mLy 21,6 pg/mL para
IFX y de 35 pg/mL y 24,4 ug/mL para ADL, respectivamente. En caso de que los valores no
llegaran a la concentracion minima necesaria para el limite de deteccidn inferior, se han definido

para la prueba POC y el método de referencia las siguientes concentraciones: 1,3 ug/mLy 0
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ug/mL para ADL, respectivamente y 0 ug/mL para IFX en ambos métodos. Esto podria afectar a
los resultados analiticos, pero no deberia tener un impacto negativo en la toma de decisiones
clinicas dado que los limites de deteccién se encuentran alejados de la ventana terapéutica

(Afonso et al., 2016).

Para evaluar el grado de concordancia cualitativa se utilizd el coeficiente kappa ponderado tras
la estratificacion de los pacientes en tres intervalos terapéuticos en funcién de los resultados:
subterapéuticos (<3 pg/mL para IFX 'y <5 ug/mL para ADL), terapéuticos (3-8 ug/mL para IFX y 5-
12 pg/mL para ADL) y supraterapéuticos (>8 pg/mL para IFX y >12 pg/mL para ADL). Para
estratificar ambos farmacos se han seguido algoritmos propuestos en investigaciones previas
donde se declara, basandose en la evidencia actual para la terapia anti-TNFa guiada por TDM en
la Ell, que las concentraciones minimas para alcanzar remision clinica a través de IFX y ADL se
sitian entre 3-8y 5-12 ug/mL, respectivamente (Cheifetz et al., 2021; Mitrev et al., 2017; Valdés
et al., 2020). Estos intervalos se consideran una ventana terapéutica éptima durante la fase de

mantenimiento.

4. RESULTADOS

4.1. Infliximab

4.1.1. Analisis de regresion Passing-Bablok

Se evaluaron 217 muestras de sangre de pacientes en tratamiento con IFX. La correlacién entre
las concentraciones de IFX medidas por POC y ELISA fue alta (r=0,867; P<0,001; IC 95% = 0,830-
0,897), por lo que hay una fuerte relacion entre los valores obtenidos por ambos métodos, pero
esto no es sindnimo de concordancia entre ambos. La recta de regresion segun el analisis de
Passing-Bablok fue y=1,26x (figura 5) y la pendiente indica que Quantum Blue® sobrestima en

comparacién con ELISA.

4.1.2. Analisis grafico Bland-Altman

La concentracién mediana global de IFX fue de 6,76 (IQR: 11,30-4,07) ug/mL utilizando la prueba
ELISA y de 9,00 (IQR: 15,30-5,20) pug/mL con la prueba POC.

El grafico de Bland-Altman mostré que la diferencia (sesgo o bias) de concentracién media de los
niveles de IFX entre la prueba POC y ELISA fue de -2,27 ug/mL (P<0,001), lo que significa que
Quantum Blue® mide en promedio 2,27 unidades mas que ELISA (figura 6). Aunque la prueba

POC tendid a sobrestimar ligeramente la concentracién de IFX para valores superiores a 15
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ug/mL en ELISA, las diferencias entre ambos ensayos fueron minimas para concentraciones por

debajo de dicho valor (rango terapéutico y subterapéutico).

En general, hubo pocos valores fuera de los LOA (todos ellos con niveles superiores a 8 ug/mL) y
la mayoria se distribuyeron ampliamente en todo el rango de concentraciones. Ademas, se
puede observar una tendencia negativa de las diferencias conforme aumenta la magnitud de la

variable medida.

La distribucidon normal de los datos se ha verificado graficamente mediante un histograma (figura

7).
4.1.3. Coeficiente kappa

Las muestras se estratificaron por intervalos terapéuticos de IFX. La distribucion de las muestras
segun la concordancia entre ambos ensayos se muestra en la tabla 4. Los resultados del método
POC coincidieron en general con los resultados de la prueba ELISA en el 78,8% (171/217) de los
pacientes. En aquellos pacientes con niveles de IFX en sangre < 3 ug/mL se observé un acuerdo
del 78,9% (30/38), en muestras con niveles de farmaco entre 3-8 pug/mL el nivel de concordancia
fue del 60,2% (56/93) y en pacientes con niveles de IFX > 8 pg/mL se alcanzé un 98,8% (85/86).
El valor kappa fue de 0,72, lo que indica una concordancia substancial entre las técnicas segun

la escala de valoracion del indice K propuesta por Landis y Koch en 1977.

Passing Bablok Regression Fit

Passing Bablok RegressionFit (n=217)

© —— 0.00+1.26 * Method! 6o wgoooows €0 ® _Gwma
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The 0.95-confidence bounds are calculated with the bootstrap(BCa) method.

Figura 5. Correlacion entre las concentraciones de IFX (ug/mlL) medidas con Quantum Blue®
Infliximab (POC) y Promonitor® IFXv2 (ELISA) a través del andlisis de regresion Passing-Bablok.
La linea discontinua roja representa la linea de identidad (y=x) y la linea continua azul
corresponde a la curva de regresion (y=1,26x). La banda sombreada en gris equivale a los
intervalos de confianza del 95%. Coeficiente de correlacion de Pearson r=0,867, P<0,001, IC 95%

=0,830-0,897. Fuente: elaboracién propia.
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Figura 6. Grdfica de Bland-Altman de la diferencia absoluta de las concentraciones de IFX (ug/mL)
medidas con Quantum Blue® Infliximab (POC) y Promonitor® IFXv2 (ELISA) frente a la
concentracion media de IFX. Las lineas discontinuas rojas representan los limites inferior (-8,41
1g/mL) y superior (3,86 ug/mL) de concordancia. La linea continua negra equivale a la diferencia
media de IFX (-2,27 ug/mL) entre ambos métodos. La linea discontinua azul sombreada muestra
la tendencia de las diferencias a medida que aumenta la magnitud de la variable medida. Fuente:

elaboracién propia.
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Figura 7. Histograma con los datos de IFX obtenidos con ambas técnicas que muestra una

distribucion normal de los mismos. Fuente: elaboracidon propia.
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Tabla 4: Distribucion de las muestras segun la concordancia entre Quantum Blue® Infliximab
(POC) y Promonitor® IFXv2 (ELISA) tras la estratificacion de los niveles de infliximab por intervalos

terapéuticos (< 3 ug/mlL; 3-8 ug/mL; > 8 ug/ml). Fuente: elaboracién propia.

Quantum Blue® Infliximab Promonitor® IFXv2 (ELISA)

(POC) <3 ug/mL 3-8 pg/mL >8 ug/mL Total
<3 ug/mL 30 0 0 30

3-8 ug/mL 7 56 1 64

>8 ug/mL 1 37 85 123
Total 38 93 86 217

4.2. Adalimumab

4.2.1. Anadlisis de regresidn Passing-Bablok

Se evaluaron 137 muestras de sangre de pacientes en tratamiento con ADL. La prueba POC
mostrd una alta correlacién con ELISA (r=0,853; P<0,001; IC 95% = 0,800-0,893), por lo que hay
una fuerte relacidn entre las concentraciones pareadas de ADL obtenidas por ambos métodos.
El analisis Passing-Bablok revelé una pendiente de 1,28 y una interseccion de -1,16 (y=1,28x-
1,16), lo que significa que el método Quantum Blue® sobrestima en comparacién con el método

de referencia (figura 8).

4.2.2. Analisis grafico Bland-Altman

La concentracion mediana global de ADL fue de 9,60 (IQR: 12,40-6,40) ug/mL utilizando la
prueba ELISA y de 10,80 (IQR: 15,90-6,90) ug/mL con la prueba POC.

El andlisis de Bland-Altman mostré que el sesgo medio entre Promonitor® ADLv2 y Quantum
Blue® Adalimumab fue de -1,91 pg/mL (P < 0,001), por lo que la prueba POC mide en promedio
1,91 unidades mas que la técnica ELISA (figura 9). Ademas, en el gréfico se puede observar que
las diferencias son cercanas a 0 en las concentraciones de ADL dentro del rango terapéutico (5-
12 pg/mL) y van creciendo conforme aumenta la concentracidn (supraterapéutica). En general,
hubo pocos valores fuera del IC del 95% y la mayoria con concentraciones superiores a 12 ug/mL

(7/9).
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La distribucidn normal de los datos se ha verificado graficamente mediante un histograma (figura

10).
4.2.3. Coeficiente kappa

Al categorizar las muestras en base a puntos de corte terapéuticos de ADL, el valor kappa fue de
0,81, lo que indica una concordancia casi perfecta entre las técnicas (Landis y Koch, 1977). La
distribucion de las muestras segun la concordancia entre la prueba POCy ELISA se muestra en la
tabla 5. En aquellos pacientes con niveles de ADL en sangre < 5 pug/mL se alcanzé un acuerdo del
92,3% (24/26), en muestras con niveles de 5-12 pug/mL el nivel de concordancia fue del 60,9%
(14/23) y en pacientes con niveles de farmaco > 12 ug/mL se alcanzé un 94,3% (83/88). Los

resultados de ambos métodos coincidieron en el 88,3% (121/137) de los pacientes.

En la tabla 6 se han recogido todos los resultados derivados de los andlisis estadisticos realizados

en este estudio.

Passing Bablok Regression Fit
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Figura 8. Correlacion entre las concentraciones de ADL (ug/mL) medidas con Quantum Blue®
Adalimumab (POC) y Promonitor® ADLv2 (ELISA) a través del andlisis de regresion Passing-
Bablok. La linea discontinua roja representa la linea de identidad (y=x) y la linea continua azul
corresponde a la curva de regresion (y=1,28x-1,16). La banda sombreada en gris equivale a los
intervalos de confianza del 95%. Coeficiente de correlacion de Pearson, r=0,853, P<0,001, IC 95%

=0,800-0,893. Fuente: elaboracién propia.
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Figura 9. Grdfica de Bland-Altman de la diferencia absoluta de las concentraciones de ADL
(ug/mL) medidas con Quantum Blue® Adalimumab (POC) y Promonitor® ADLv2 (ELISA) frente a
la concentracion media de adalimumab. Las lineas discontinuas rojas representan los limites
inferior (-9,46 ug/mL) y superior (5,63 ug/mL) de concordancia. La linea continua negra equivale
a la diferencia media de infliximab (-1,91 ug/mL) entre ambos métodos. La linea discontinua azul
sombreada muestra la tendencia de las diferencias a medida que aumenta la magnitud de la

variable medida. Fuente: elaboracidn propia.
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Figura 10. Histograma con los datos de ADL obtenidos con ambas técnicas que muestra una

distribucion normal de los mismos. Fuente: elaboracidn propia.
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Tabla 5: Distribucion de las muestras segun la concordancia entre Quantum Blue® Adalimumab
(POC) y Promonitor® ADLV2 (ELISA) tras la estratificacion de los niveles de ADL por intervalos

terapéuticos (< 5 ug/mL; 5-12 ug/mL; > 12 ug/mL). Fuente: elaboracion propia.

Quantum Blue® Promonitor® ADLv2 (ELISA)
Adalimumab (POC) <Spg/mL 5-12pg/mL >12 pg/ml Total
<5 pg/mL 24 3 0 27
5-12 pg/mlL 1 52 3 56
>12 pg/mL 1 15 38 54
Total 26 70 41 137

Tabla 6: Tabla resumen de los pardmetros estadisticos calculados. Fuente: elaboracién propia.

Tamaiio de muestra 217 137
Media Promonitor® 7,80 9,51
Media Quantum Blue® 10,07 11,42
Coeficiente de Pearson (r) 0,867 0,853
Bias 2,27 -1,91
Desviacion estandar (DE) 3,13 3,85
LOA superior 3,86 5,63
LOA inferior -8,41 -9,46
Kappa 0,72 0,81
Concordancia cualitativa 78,80% 88,32%
5. DISCUSION

La TDM surge como una estrategia clinica para optimizar la eficacia, la seguridad y el coste de los
tratamientos. El reciente desarrollo de técnicas POC para cuantificar niveles de IFX, ADL, anti-IFX

y anti-ADL permite tomar decisiones informadas en tiempo real, por lo que perfecciona esta

29



estrategia. La prueba POC tiene muchas ventajas frente a la prueba ELISA comUnmente utilizada
ya que su tiempo de respuesta es de 15-20 minutos, lo que favorece un ajuste de dosis casi
inmediato (en caso de que sea necesario). De esta forma mejoraria la atencién al paciente ya
que permitiria optimizar rdpidamente su tratamiento dentro de la misma visita al hospital.
Adicionalmente, es una técnica disefiada para cuantificar individualmente los niveles de IFX o
ADL de cada muestra de forma eficaz, por lo que seria rentable para un nimero limitado de
pacientes o para muestras a demanda y permitiria terapias individualizadas. Otra ventaja mas es
su facilidad de operacién al ser un dispositivo monotest que no requiere instalaciones de
laboratorio especificas ni un personal altamente cualificado. En contraposicidon a todo esto
tenemos el kit de cuantificacién ELISA. A pesar de ser el que se usa habitualmente, se trata de
una técnica que consume mucho tiempo y retrasa la entrega de los resultados de 4-8 horas. Esto
demora la toma de decisiones terapéuticas a la siguiente consulta o infusién del paciente
(generalmente de 6-8 semanas después). Ademads, solo permite el procesamiento de muestras
por lotes porque el analisis de muestras individual no es rentable al tener un formato de ensayo
formado por 96 pocillos. Todo ello supone un retraso técnico adicional e impide un intervencién
en tiempo real. Adicionalmente, no podemos olvidar que requiere instalaciones de laboratorio
y personal debidamente capacitado para su manejo (tabla 3) (Curci et al., 2019; Facchin et al.,

2021; Novakovic et al., 2019; Rocha et al., 2019; Ruiz-Arglello et al., 2022).

Para poder implementar estos ensayos rapidos es necesario asegurar la sensibilidad y
especificidad de la técnica y, sobre todo, comprobar su compatibilidad y concordancia con
ensayos ya validados y usados en la practica. En este estudio se han comparado dichos ensayos

POC con los kits ELISA tradicionales mediante distintos analisis estadisticos.

La correlacion entre las técnicas ha sido alta tanto para IFX (r=0,867) como para ADL (r=0,853),
lo que es légico al ser métodos disefiados para medir la misma variable. Esto demuestra que la
prueba POC es fiable para determinar los niveles de ambos farmacos en muestras de sangre de
pacientes con Ell en la practica clinica. Estos niveles de correlacién coinciden con los resultados
obtenidos en estudios previos que compararon los ensayos POC y ELISA (Afonso et al., 2016;
Curci et al., 2019; Magro et al., 2017; Nasser et al., 2018; Novakovic et al., 2019; Pérez et al.,
2018; Rocha et al., 2019; Ruiz-Argiello et al., 2022; Steenholdt et al., 2016; Van den Bossche et
al., 2018).

Los resultados de este estudio también han mostrado un alto grado de concordancia cuantitativa
y cualitativa entre ambas pruebas y para ambos farmacos, aunque existen variaciones

sistematicas.
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Por un lado, en los niveles de IFX se puede observar que Quantum Blue® mide, en promedio,
2,27 unidades mas que ELISA. Estas diferencias fueron notables en concentraciones superiores
a 8 pg/mL. En cambio, en los rangos terapéutico y subterapéutico observamos una buena
dispersion y una mayor concordancia. Esta similitud a bajas concentraciones es relevante ya que
los niveles por debajo del umbral terapéutico asociado a remision (< 3 pg/mL) representan el
intervalo mas interesante desde un punto de vista clinico. En la literatura, se ha establecido de
forma evidente que estos niveles minimos bajos de farmaco (< 3 pg/mL para IFX y < 5 pg/mL
para ADL) estan asociados a la falta de respuesta al tratamiento, al aumento de las recaidas y a
un mayor riesgo de colectomia. Asimismo, la presencia de AAF es inversamente proporcional a
los niveles de concentraciones plasmaticas de farmaco, es decir, niveles altos de AAF suponen
bajas concentraciones séricas de IFX o ADL. Por tanto, la aparicidon de AAF puede llevar a niveles
subterapéuticos ineficaces, contribuyendo asi a la pérdida de respuesta (Brandse et al., 2016;
Novakovic et al., 2019; Roblin et al., 2014; Rocha et al., 2019). En cambio, niveles minimos altos
de farmaco (> 8 pug/mL para IFX y > 12 pg/mL para ADL) se asocian con una futura respuesta al
tratamiento, con una mejoria o remisién clinica y endoscdpica y con un menor riesgo de
colectomia. En resumen, suponen mejores resultados terapéuticos (Facchin et al., 2021;

Papamichael et al., 2022; Seow et al., 2009; Steenholdt et al., 2010).

En adicion a lo anterior, el sesgo medio indica que la prueba POC sobrestima ligeramente en
comparacién con la técnica de referencia. Estos niveles mas altos de IFX obtenidos con los
ensayos POC en contraposicidn a ELISA estan en linea con los resultados obtenidos por estudios
anteriores (Curci et al., 2019; Nasser et al., 2018; Novakovic et al., 2019; Van den Bossche et al.,
2018). No obstante, también se han notificado estudios con resultados opuestos en los que

Quantum Blue® subestima en comparacién con ELISA (Afonso et al., 2016; Magro et al., 2017).

Por otro lado, en los niveles de ADL la prueba POC mide, en promedio, 1,91 unidades mas que
ELISA. Sin embargo, estos niveles aparecen muy por encima del intervalo terapéutico, tal y como
se muestra en la figura 9. Por tanto, como ocurria en el caso de IFX, el método Quantum Blue®
sobrestima en comparacidn con ELISA, sobre todo a concentraciones superiores a 12 ug/mL. Este
aumento de la dispersién conforme aumentan los niveles de ADL era de esperar teniendo en
cuenta resultados de estudios previos (Laserna-Mendieta et al., 2019). Aun asi, existen otras
investigaciones en las que la prueba POC subestima los valores obtenidos por ELISA de referencia

(Rocha et al., 2019).

Al comparar dos o mas ensayos de cuantificacion, ya sea de IFX o de ADL, es comun la aparicién

de estas variaciones sistematicas. Esto puede deberse al uso de anticuerpos distintos con
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diferentes afinidades hacia el farmaco en funcidn de la técnica empleada. A pesar de ello, los
ensayos muestran resultados comparables y consistentes entre si (Bossche et al., 2019; Magro

et al., 2017).

Para garantizar la precision y exactitud de un nuevo método es imprescindible su concordancia
cualitativa con el método de referencia, sobre todo en la préctica clinica, ya que la posologia de
eleccién para un paciente se basard en la concentracidn obtenida por el instrumento de medida
(Carrasco y Jover, 2004). En este estudio, los niveles de IFX medidos por el método POC y la
prueba ELISA llevaron en un 78,8% a la misma decision clinica cuando se basaba Unicamente en
la concentracién de farmaco en sangre. En el caso de ADL, esta coincidencia fue del 88,3%. Esto
indica que la mayoria de las muestras pareadas se clasificaron en el mismo rango de intervalo
terapéutico, lo cual es de gran importancia en términos de efectividad de la TDM. Por el
contrario, del total de muestras que se consideraron dentro de la ventana terapéutica cuando se
cuantificaron con Quantum Blue®, un 12,5% de las muestras de pacientes en tratamiento con
IFX'y un 7,1% de las muestras de ADL, en realidad se ubicaban por debajo o por encima de esta
ventana cuando se midieron con ELISA. De igual modo, un 30,9% de las muestras de IFX y un
29,6% de las muestras de ADL que se clasificaron por encima del rango dptimo para alcanzar
remision clinica cuando se procesaron con el método POC, realmente se encontraban dentro o
por debajo del mismo al cuantificarse con la técnica ELISA. Aunque estos porcentajes puedan
parecer significativos, recordamos que las decisiones terapéuticas no se toman Unicamente en
base a la concentracién plasmatica, sino que también se tiene en cuenta la situacién clinica del
paciente (Afonso et al., 2016). Ademas, recalcando que el intervalo subterapéutico es el mas
interesante, la concordancia para niveles minimos bajos de IFX y ADL ha sido muy elevada (100%
y 88,9%, respectivamente). En definitiva, la prueba POC determina con buena precisién las
concentraciones séricas de IFX y ADL en contraste con la técnica ELISA, especialmente para
niveles bajos. Sin embargo, se recomienda realizar todo el seguimiento de un paciente con un
mismo ensayo debido a la variabilidad observada entre las distintas técnicas de cuantificacion

(Nasser et al., 2018; Pérez et al., 2018; Steenholdt et al., 2013a).

Otro dato que corrobora la alta concordancia cualitativa entre los ensayos es el valor kappa
obtenido, el cual indica que el grado de acuerdo entre la prueba POC y ELISA fue substancial en

el caso de IFX (0,72) y casi perfecta para ADL (0,81).

A la hora de realizar el estudio, se han detectado varias limitaciones. En primer lugar, el estudio
fue unicéntrico, por lo que se realiza en un nimero pequefo de pacientes y la representatividad

serd menor (es mas dificil demostrar diferencias entre los métodos). Ademas, esto limita la
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validez externa y la calidad y relevancia cientifica (Aveiro et al., 2018). A pesar de ello, se ha
estudiado un numero representativo de muestras (354) que incluyen una amplia diversidad de
concentraciones. En segundo lugar, no se tuvo en cuenta la presencia de AAF, los cuales podrian
interferir en la medicién de IFX y ADL. Sin embargo, ambas técnicas utilizadas en este estudio
son “drug sensitive”, al igual que las técnicas utilizadas para establecer los rangos terapéuticos
que hemos considerado. Por tanto, si solo se miden concentraciones de farmaco libre, la
presencia de AAF no deberia influir en las mediciones. En tercer y ultimo lugar, no se han tenido
en cuenta las caracteristicas de rendimiento analitico del ensayo Quantum Blue® dado que
nuestro objetivo principal era comparar dicho ensayo con la técnica de referencia para evaluar
si eran equiparables. En cualquier caso, dicho rendimiento ha sido ampliamente estudiado por
el fabricante y viene especificado en los manuales de Quantum Blue® Infliximab y Quantum

Blue® Adalimumab.

6. CONCLUSIONES

En conclusién, la prueba POC Quantum Blue® se trata de una técnica de cuantificacién rapida y
fiable de los niveles de IFX y ADL con resultados precisos y comparables a los obtenidos con la
técnica de referencia basada en la inmunoabsorcién ligada a enzimas. Por tanto, supone una
alternativa confiable a los kits tradicionales ELISA que aumenta la efectividad de la TDM y la

posibilidad de implementar un ajuste de dosis proactivo y rentable.
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