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RESUMEN

Introduccion: los inhibidores del Factor de Necrosis Tumoral o anti-TNF son
medicamentos bioldgicos utilizados en el tratamiento de procesos
inflamatorios crdnicos. El adalimumab es un representante de este grupo de
farmacos usados en psoriasis en placas, artritis psoridsica reumatoide, etc. Sus
antecedentes en reportes del programa farmacovigilancia sobre las reacciones
adversas direccionaron el desarrollo de este bioensayo en el nematodo
Caenorhabditis elegans (C. elegans).

Objetivo: evaluar la toxicidad de Adalimumab en el modelo bioldgico C.
elegans.

Métodos: se realizo un bioensayo en el nematodo C. elegans empleando la
cepa silvestre N2 y las cepas transgénicas SDO-4, HSP-3, GPX-4 que fueron
expuesta a diferentes concentraciones de adalimumab para evaluar su
toxicidad.

Resultados: las diferentes concentraciones de Adalimumab no alteraron su
ciclo de vida del C. elegans, pero si produjeron neurotoxicidad demostrada por
sobreexcitacion de la locomocion, asi como disrupcion endocrina ademas de
dafo tisular.

Conclusion: es necesario contar con mas estudios sobre toxicidad para los
medicamentos bioldgicos y contar con programas de Farmacovigilancia, para
la notificacion de sospecha de toxicidad por estos farmacos.

Palabras Clave: Adalimumab; toxicidad; C. elegans; bioensayo.
ABSTRACT

Introduction: Tumor Necrosis Factor or anti-TNF inhibitors are biological
drugs used in the treatment of chronic inflammatory processes. Adalimumab
is a representative of this group of drugs used in plaque psoriasis, rheumatoid
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psoriatic arthritis, etc. His background in pharmacovigilance program reports
on adverse reactions directed the development of this bioassay in the
nematode Caenorhabditis elegans (C. elegans).

Objective: To evaluate the toxicity of Adalimumab in the biological model C.
elegans.

Methods: a bioassay was carried out on the nematode C. elegans using the wild
strain N2 and the transgenic strains SDO-4, HSP-3, GPX-4 that were exposed
to different concentrations of adalimumab to evaluate their toxicity.

Results: the different concentrations of Adalimumab did not alter the life cycle
of C. elegans, but they did produce neurotoxicity demonstrated by
overexcitation of locomotion, as well as endocrine disruption in addition to
tissue damage.

Conclusions: it is necessary to have more studies on toxicity for biological
drugs and to have Pharmacovigilance programs, for the notification of
suspected toxicity by these drugs.

Keywords: Adalimumab, toxicity, C. elegans, bioassay.

INTRODUCCION repetidasy de genotoxicidad (4) y la experiencia con

adalimumab sdlo aporta informacion con respecto

El Factor de Necrosis Tumoral (TNF) es una
citoquina proinflamatoria con un papel clave en la
patogénesis de enfermedades inflamatorias o
autoinmunes como la artritis reumatoide, la
enfermedad inflamatoria intestinal, la espondilitis
anquilosante o la psoriasis. Interviene en muchos
procesos fisioldgicos importantes como la
apoptosis, la activacion celular y la induccion de
otras citoquinas inflamatorias (2). Los
medicamentos inhibidores del TNF ofrecen una
estrategia especificamente dirigida, que contrasta
con los inmunosupresores no especificos que
tradicionalmente se emplean en la mayoria de estas
enfermedades.

Uno de los medicamentos para tratar la psoriasis y
las  enfermedades reumatologicas es el
Adalimumab (2); el cual es un anticuerpo
monoclonal recombinante IgG1 humano que se une
con elevada afinidad al TNFa (3). Los estudios
clinicos convencionales han reportado que no
muestra riesgos especiales para los seres humano
en cuanto a toxicidad a dosis Unica, a dosis

a su seguridad a medio plazo, por lo que deberan
pasar unos afios para poder confirmar estos
resultados a largo plazo. Por lo anterior es
imprescindible realizar un cribaje correcto de los
pacientes candidatos al farmaco y monitorizarlos
estrechamente durante el periodo de tratamiento y
hasta 5 meses después (5).

Enlaactualidad el creciente interés por el desarrollo
y empleo de pruebas bioldgicas para evaluar los
efectos toxicos potenciales de algunos
medicamentos sobre los seres humanos y los
ecosistemas han permitido bioensayos que
evidencian dafnos genéticos y toxicos (6). Puesto
que los ensayos en animales como ratones vy
conejos son costosos y demorados, se desarrollan
modelos bioldgicos en organismos mas sencillos.
Estos se pueden elaborar mucho mas rapidos y
econdmicosy asi evitar los problemas de manejo de
animales en el laboratorio (7). Por lo cual el
presente estudio empled un modelo bioldgico
como el C. elegans.
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METODOS

El estudio se enfoco en la evaluacion toxicoldgica
de un medicamento biotecnoldgico Adalimumab,
utilizado para el tratamiento de enfermedades
autoinmunes, usando el modelo bioldgico C.
elegans. La técnica empleada, para este bioensayo
fue la exposicion del nematodo a diferentes
concentraciones del medicamento para observar
los cambios que se presentaban con relacion a su
crecimiento, locomocion, muerte y lo relacionado
con el estrés oxidativo. El estudio de la evaluacion
toxicologica del medicamento Adalimumab se
llevd a cabo en las instalaciones de los laboratorios
del grupo Biotoxam en la Universidad de
Cartagena, las cepas de C. elegans fueron donadas
por el grupo Biotoxam de la Universidad de
Cartagena, Colombia.

Tipo de estudio

Se realizdn un bioensayo en el que se utilizé la cepa
silvestre N2 y las cepas transgénicas SDO-4, HSP-3
y GPX-4. de C. elegans que fueron expuesta a
concentraciones de 0.1, 1, 10 y 100 pM de

adalimumab para evaluar su toxicidad. Se
establecieron 'y evaluaron los siguientes
parametros:  alteraciones del crecimiento,
locomocion, mortalidad y estrés oxidativo

posterior a la exposicion a Adalimumab en C
elegans.

Las cepas de C. elegans fueron colocadas vy
mantenidas en platos Petri en agar K, preparado
con KCl, NaCl, agar, peptona, colesterol, nistatina,
CaCl, y MgSO,. Los medios fueron inoculados con
E. coli OP50 y se mantuvieron a 20 °C. Para
sincronizar los nematodos estos fueron tratados
por diez minutos con solucion blanqueadora con
NaClO y NaOH, para oxidar cualquier otro
organismo presente, quedando solamente los
huevos de C. elegans. Aproximadamente 14 h
después los huevos eclosionaron, de manera que
todas las larvas se encontraron en estado L1 para
permitir su crecimiento hasta el estadio L4 vy
proceder a evaluar los parametros mencionados.
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Mortalidad

Los nematodos fueron cultivados en placas de agar
Ky fueron lavados usando medio K. se colocaron
10+1 gusanos N2 sincronizados en edad larval L4
por pozo en placas de 96 pozos junto con las
concentraciones del Adalimumab y una dilucion al
5o % en agua ultrafiltrada. Se realizaron cuatro
réplicas por cada tratamiento y se utilizd agua
ultrafiltrada como control. Las placas fueron
incubadas a 20 °C, y se contd el numero de
organismos muertos y vivos a las 24 horas usando
un microscopio de diseccion (8).

Locomocidn

Se utilizaron aproximadamente 30 gusanos por
tratamiento. A las 24 h de la exposicion a la
formulacion del Adalimumab en disolucién y a la
dilucion al 5o %, se contd el nUumero de
curvamientos del cuerpo de cada nematodo en un
periodo de 20 segundos. Ese curvamiento se
observo como un cambio en la direccion de la vulva
superior de la faringe a lo largo del eje Y,
suponiendo que los nematodos se desplazan a lo
largo del eje X (8).

Cambios en la expresion de genes de respuesta al
estrés

La expresion de los genes fue monitoreada
utilizando el GFP para C. elegans. Se uso las cepas
transgénicas hsp-3, sod-z y gpx-4. Se utilizaron
aproximadamente 15 gusanos en todas las etapas
larvarias los cuales fueron colocados en
microplacas negras de 96 pozos con la solucidn de
adalimumab. fueron incubadas a una temperatura
de 15 °Cy 24 h después se registro la fluorescencia
por medio del fluorskan Perkin-Elmer Victor 1420.
Se comparo con la solucion control.

Crecimiento

Se expusieron aproximadamente 5oo larvas de la
cepa silvestre Bristol N2 en edad larval a la
formulacidon del Adalimumab en disolucidn. En
placas de cultivo celular de 96 pozos fue
determinada la longitud de los nematodos 48 h
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después de la exposicion empleando un
microscopio de diseccion Nikon smz 745T con un
aumento de 100X y el software Image J.

Ensayos con reporteros empleando la proteina
verde fluorescente (GFP)

Los nematodos se cultivaron en placas de agar
NGM vy se lavaron usando medio K enfriado con
hielo (53 mM NaCl, 32 mM KCI). Se colocaron
alicuotas iguales (10 pL) de gusanos en todas las
etapas de cada cepa reportera en microplacas
negras de 96 pozos, no fluorescentes de fondo en U
junto con a la formulacion del Adalimumab. Para
mantener igual concentracion de gusanos se
empled un agitador magnético para mantener una
mezcla homogénea de nematodos. Las placas
fueron incubadas a 20 °C, y la determinacion de la
fluorescencia se realizo a las 4 y 24 h. Después de
reposar en hielo durante 15 min, la fluorescencia se
cuantificd mediante el uso de un lector de placas
Perkin-Elmer Victor 1420, usando filtros de paso de
banda a 485 y 525 nm para la excitacion y la
emision, respectivamente.

Analisis estadistico

Los datos se presentan como media * error
estandar. Las diferencias significativas se
determinaron con ANOVA, usando la prueba de
Dunnett como post-test, para comparar cada

muestra con el control. Se establecié como criterio
de significancia estadistica P < 0.05. La toxicidad en
C. elegans fue evaluada a través del estudio de
parametros relacionados con la fisiologia del
nematodo, incluyendo variables tales como
mortalidad, locomocion y crecimiento. De igual
forma, fueron valoradas las alteraciones en la
expresion de genes de respuesta al estrés en cepas
transgénicas del nematodo.

RESULTADOS Y DISCUSION

Mortalidad

Los ensayos de mortalidad no mostraron cambios
con las diferentes concentraciones de Adalimumab
a las que se expuso al nematodo. La mayor
mortalidad se presentd en el medio de la solucion
de 10 uM (22 + 1%), entre 20 pM y 1200 pM no hubo
diferencia significativa. Las diferentes
concentraciones de la muestra experimental no
evidenciaron  efecto  negativo sobre la
supervivencia de este nematodo; la mortalidad fue
alrededor del 1% con la concentracion de 10 uM
siendo este un porcentaje bastante bajo para las
concentraciones totales. Se realizé también una
dilucion de la muestra de la formulacion de
Adalimumab al 5o% con la cual no se presento
mortalidad, (Figurai).
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Figura 1 Efecto de las soluciones del Adalimumab a diferentes concentraciones sobre la mortalidad en la cepa silvestre
Bristol N2 durante 24 h. Los datos se presentan como porcentaje de los gusanos de 10 £1 expuestos a partir de 4 ensayos

independientes
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Crecimiento

Se observd que la muestra de nematodos expuesta
al control tuvo en promedio una longitud de 380
pm, mientras que la longitud de los nematodos
expuestos a la formulacion con el Adalimumab
aumento considerablemente incluso hasta valores
superiores a los 5oo pm, validado por la existencia
de diferencias estadisticamente significativas (P <

800+
600+
400+

200+

Longitud total (um)

Control 0.1

0.0011) entre las concentraciones de la muestra y el
control.

La curva de crecimiento tuvo una forma de “U” con
la mayor inhibicion a 0.1 pM, pero con un
incremento a partir de 1.0 uM. Los promedios de la
longitud del cuerpo expresada en pM son
presentados en la Figura 2.

o 2k K K

1 10 100

Concentracion (uM)

Figura 2 Crecimiento de nematodos (C. elegans) expuestos a soluciones del Adalimumab a diferentes
concentraciones. Diferencias significativas con el control (p < 0.05) *, (p < 0.004) **, (p < 0.0001) ****_ Diferencia
significativa entre 1 uM y 200 pM (p < 0.05).(ANOVA de una via), multiple comparacion.

Locomocion

Se observd un aumento en el movimiento del
nematodo con respecto al control, excepto en la
solucion de concentracion 1pM. Existe una sobre
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excitacion no dependiente de la dosis. Los
resultados de locomocion, expresados como
numero de curvamientos del cuerpo en 20
segundos, son presentados en la Figura 3.

Control 0,1
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Figura 3 Locomocion de nematodos (C. elegans) expuestos a soluciones del Adalimumab a diferentes
concentraciones. Diferencias significativas con el control (p <0.07) *, (p < 0.003) **, (p < 0.0023) **. Diferencia significativa
entre 0.1 pM, 10 uM y 100 pM (p < 0.05). (ANOVA de una via), multiple comparacion.
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Cambios en la expresion de genes de respuesta al
estrés

La formulacion del Adalimumab fue capaz de
elevar significativamente las actividades de las 3
enzimas estudiadas. La enzima con mayor
expresion fue laSOD-4 a las concentraciones de 0.1
MM, 10 uM y 100 pM, donde se registrd la mayor
fluorescencia relativa de la cepa de C. elegans,
modificada para la expresion de este gen,

Xk
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alcanzando casi 5 veces el nivel de expresion del
ensayo control. La actividad del hsp-3 se aumento,
debido al estrés general, lo cual indica que su
actividad esta relacionada en arreglar las proteinas
danadas por el incremento en la expresion la cual
fue dependiente de la dosis hasta 10 pM. Esto
sugiere un efecto de envejecimiento celular por
liberacidn de radicales libres lo que lleva a efectos
subletales, (Figura 4).

ook B SOD-4
E] HSP-3
3 GXP-4
A\ R\
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Figura 4. Las cepas transgénicas expuesta a las diferentes concentraciones de la solucién del Adalimumab. Se puede
observar en la grafica gxp-4 no se sobre expresa; la sod-4 sUper oxidasa dismutasa se sobre expresa debido al estrés
oxidativo con diferencias significativas con el control y las otras cepas (p < 0.03); la cepa hsp-3 debido al estrés general se

sobre expresa hasta la concentracion 10 pM.

DISCUSION

Adalimumab es un anticuerpo monoclonal
completamente humano, IgGi1, producido por
tecnologia de ADN recombinante, con una elevada
afinidad y especificidad al factor de necrosis
tumoral (TNF)-a, el cual es usado actualmente
como terapia biologia para el tratamiento de
patologias como, artritis reumatoidea, idiopatica,
psoriasica, enfermedad de Crohn entre otras
patologias (5,9,10). En su ficha de seguridad se
reportan algunas reacciones adversas entre las
cuales figuran: multiples infecciones (p. ej., de las
vias respiratorias superiores, sinusitis), reacciones
en el lugar de inyeccion, dolor de cabeza vy
erupciones, pero se ofrecen multiples advertencias
y precauciones previo a su uso y destaca la
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incidencia de neoplasias malignas que fue mayoren
pacientes tratados con el medicamento en
comparacidon con el control, al igual que la
aparicion o exacerbacion de enfermedad
desmielinizante, citopenias, pancitopenias,
insuficiencia cardiaca y nefrotoxicidad, entre otras

(9).

En este bioensayo, teniendo en cuenta que no fue
posible evidenciar estudios preclinicos en modelos
bioldgicos in vivo que reporten casos de medicion
de parametros toxicoldgicos con el Adalimumab,
se pudo establecer que, a pesar de las diferentes
concentraciones del medicamento a las que fue
sometido el nematodo, no se encontraron
diferencias significativas, pero segun los estudios
realizados por Piper Hunt et al, se ha demostrado
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que la clasificacion de toxicidad en C. elegans es tan
predictiva como la LD5o en rata o la LD5o de raton
y esta correlacidon hace Util al modelo para testeos
tempranos de seguridad y como estrategia de
pruebas de toxicidad integradas o escalonadas,
aunque aun asi, nunca podra reemplazar los datos
obtenidos con mamiferos para la evaluacion de
farmacos u otros compuestos (11).

Con respecto al patrédn de crecimiento del C
elegans expuesto a concentraciones del
medicamento, se evidencia de manera significativa
el efecto de la formulacion en la longitud del
nematodo. De manera que, a mayor concentracion
mayor fue la longitud promedio de los gusanos,
ésta Ultima observacion demuestra que el efecto de
la formulacion con el Adalimumab en el desarrollo
del cuerpo de los nematodos es dependiente de la
concentracion y que a mayor concentracion mayor
aumento de tamano del nematodo, lo cual sugiere
efecto de disrupcidon endocrina. En la literatura se
encuentran reportados algunos efectos de
disrupcion endocrina sobre el C.elegans, entre ellos,
el efecto de la genisteina (12), y en el caso del
Adalimumab se han reportado efectos endocrinos
como, trastornos paratiroideos y bocio (2,13). Con
respecto al parametro locomocion, es evidente la
sobreexcitacion no dependiente de la dosis, y el
Adalimumab en su ficha técnica reporta reacciones
adversas asociadas al sistema nervioso central, el
resultado del bioensayo podria estar asociado a
esta alteracion neurotodxica en el nematodo (14).

Finalmente, en la expresion de genes de respuesta
al estrés, el bioensayo mostré que los nematodos
expuestos presentaron sobreexpresion de las
proteinas Sod-4, Gpx-4 y Hsp-3, evidenciando
mejora de la resistencia contra el estrés oxidativo.
El resultado de los cambios en la expresion génica
del bioensayo tiene un aporte importante en la
identificacion de la formacion de radicales libres
causado por Adalimumab. Se debe resaltar que una
de las causas de nefrotoxicidad es la produccion de
radicales libres inducida por farmacos y este
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medicamento biotecnolodgico esta entre los grupos
farmacoldgicos implicados en el desarrollo de
nefrotoxicidad (15,16)

Como datos de interes es necesario resaltar que
dentro del desarrollo del bioensayo se presentaron
dificultades que se consideran importantes para
futuros estudios con este o con otros
medicamentos biotecnoldgicos; los cuales son
enunciados a continuacion:

a. Dificultad en la preparacion diluciones para
obtener concentraciones requeridas debido
a que no se encontro informacion en bases
de datos que permitieran un patron de
referencia.

b. No se encontré ensayos
realizados con Adalimumab.

c. Losestudios existentes fueron realizados en
cohortes de pacientes con enfermedades
como psoriasis, enfermedad de Crohn,
artritis, citometria de flujo, pero, con
modelos bioldgicos conocidos al momento
del realizar este estudio no se encontraron
datos relevantes en las bases de datos
consultadas.

preclinicos

Se espera que se siga estudiando en modelos mas
complejos los efectos del medicamento y que este
bioensayo sirva de base a investigaciones
toxicologicas futuras.

CONCLUSIONES

Las diferentes concentraciones de Adalimumab, no
evidenciaron  efecto  negativo sobre la
supervivencia de este nematodo en la evaluacion
de la mortalidad, no altera el ciclo de vida ni la
longevidad.

La sobreexcitacion de la locomocién del gusano
expuesto a las diferentes concentraciones de la
formulacion de Adalimumab demuestra la
neurotoxicidad causada por este agente externo.
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El Adalimumab es un disruptor endocrino, que
produce un incremento en la longitud del
nematodo, demostrando un nivel de toxicidad.

El incremento de la actividad de las cepas
transgénicas SDO-4 y HSP-3 expuestas en la
formulacion de Adalimumab, es producto de la
liberacion de radicales libres, los cuales son
eliminados por estas enzimas, dicha reaccion
implica REDOX del cofactor del metal del sitio
activo de la enzima. Esto indica la induccion al
envejecimiento y dafno celular por la solucion en
estudio.
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